Impact of selected potentially neurotrophic fungi on human neuroblastoma cell lines by Lavrin, Teja
UNIVERZA V LJUBLJANI 
BIOTEHNIŠKA FAKULTETA 
ŠTUDIJ MIKROBIOLOGIJE 
Teja LAVRIN 
VPLIV IZBRANIH POTENCIALNO 
NEVROTROPNIH GLIV NA HUMANE 
NEVROBLASTE 
MAGISTRSKO DELO 
Magistrski študij – 2. stopnja Mikrobiologija 
Ljubljana, 2018 
 
 
UNIVERZA V LJUBLJANI 
BIOTEHNIŠKA FAKULTETA 
ŠTUDIJ MIKROBIOLOGIJE 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Teja LAVRIN 
 
 
 
VPLIV IZBRANIH POTENCIALNO NEVROTROPNIH GLIV NA 
HUMANE NEVROBLASTE 
 
 
MAGISTRSKO DELO 
Magistrski študij – 2. stopnja Mikrobiologija 
 
 
 
IMPACT OF SELECTED POTENTIALLY NEUROTROPHIC 
FUNGI ON HUMAN NEUROBLASTOMA CELL LINES 
 
 
M. SC. THESIS 
Master Study Programmes: Field Microbiology 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ljubljana, 2018
 
 
 
 
Lavrin T. Vpliv izbranih potencialno nevrotropnih gliv na humane nevroblaste. 
 Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
II 
 
Magistrsko delo je zaključek magistrskega študijskega programa 2. stopnje 
Mikrobiologija na Biotehniški fakulteti Univerze v Ljubljani. Raziskovalno delo je bilo 
opravljeno v laboratorijih Katedre za molekularno genetiko in biologijo 
mikroorganizmov ter v celičnem laboratoriju Katedre za zoologijo, Skupine za 
nanobiologijo in nanotoksikologijo. Omenjeni laboratoriji spadajo pod Oddelek za 
biologijo Biotehniške fakultete Univerze v Ljubljani. 
 
Komisija za študij 1. in 2. stopnje je za mentorico magistrskega dela imenovala prof. dr. 
Nino Gunde Cimerman, za somentorja prof. dr. Borisa Roglja in za recenzentko prof. dr. 
Matejo Erdani Kreft. 
 
Mentorica: prof. dr. Nina Gunde Cimerman 
 
Somentor: prof. dr. Boris Rogelj 
 
Recenzentka: prof. dr. Mateja Erdani Kreft 
 
 
Komisija za oceno in zagovor: 
 
Predsednica: prof. dr. Kristina SEPČIĆ 
Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za biologijo 
 
Članica: prof. dr. Nina GUNDE CIMERMAN 
Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za biologijo 
 
Član:  prof. dr. Boris ROGELJ 
   Institut »Jozef Stefan«, Odsek za biotehnologijo 
 
Članica: prof. dr. Mateja ERDANI KREFT 
Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta, Inštitut za biologijo celice 
 
 
 
 
 
Datum zagovora: 
 
 
 
Teja Lavrin 
  
 
 
 
 
Lavrin T. Vpliv izbranih potencialno nevrotropnih gliv na humane nevroblaste. 
 Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
III 
 
KLJUČNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA 
 
ŠD Du2  
DK UDK 582.28:579.2:616.8(043)=163.6 
KG nevrotropne glive, črne kvasovke, nevrotropizem, ogljikovodiki, mravlje, 
Alzheimerjeva bolezen, humani nevroblasti, SH-SY5Y 
AV LAVRIN, Teja, dipl. mikrobiol. (UN) 
SA GUNDE CIMERMAN, Nina (mentorica), ROGELJ, Boris (somentor), ERDANI 
KREFT, Mateja (recenzentka)  
KZ SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
ZA Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije 
LI 2018 
IN VPLIV IZBRANIH POTENCIALNO NEVROTROPNIH GLIV NA HUMANE 
NEVROBLASTE  
TD Magistrsko delo (Magistrski študij – 2. stopnja Mikrobiologija) 
OP XIV, 133 str., 15 pregl., 40 sl., 5 pril., 171 vir. 
IJ sl 
JI sl/en 
AI Večino nevrotropnih gliv uvrščamo v skupino črnih kvasovk iz družine 
Herpotrichiellaceae. Med pomembne oportuno patogene nevrotropne glive spada 
vrsta Exophiala dermatitidis, ki je sposobna rasti pri telesni temperaturi človeka, 
presnove hlapnih aromatskih ogljikovodikov in humanih nevrotransmiterjev. 
Presnova aromatov ji omogoča naselitev v umetnih in naravnih okoljih, okoljih s 
prisotnomi ogljikovodiki, kot so umetni materiali in okolja v povezavi z 
mravljami. Ogljikovodiki, ki so sestavni del nevrotransmiterjev v možganih, na 
kutikulah mravelj predstavljajo zaščito pred zunanjim okoljem in prepoznavanje 
med posameznimi gnezdi. Glivi E. dermatitidis (EXF-10123) in njej sorodna 
Phialophora americana (EXF-12206), osamljena iz gnezda mravelj, sta sposobni 
presnove nekaterih aromatskih ogljikovodikov ter rasti pri temperaturi 37 °C ali 
ob dodatku nevrotranmsiterjev. Interakcijo glive E. dermatitidis in P. americana 
s celičnim modelom nevroblastov SH-SY5Y smo vizualizirali z mikroskopijo 
SEM. Pri glivi E. dermatitidis smo to dodatno ovrednotili še s fluorescenčno 
konfokalno mikroskopijo. Prikazali smo vdor in citotoksični učinek gliv na celice 
SH-SY5Y. Poleg glivnih celic E. dermatitidis na celice SH-SY5Y vplivajo tudi 
glivni metaboliti v obliki ekstraktov in zunajceličnih veziklov. Možnost prenosa 
gliv preko nevronov in posledično okužba možganov bi lahko bil nov način 
mehanizma in potencialni vzrok za razvoj nevrodegenerativnih bolezni.  
 
 
 
 
Lavrin T. Vpliv izbranih potencialno nevrotropnih gliv na humane nevroblaste. 
 Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
IV 
 
KEY WORDS DOCUMENTATION 
 
ND Du2  
DC UDK 582.28:579.2:616.8(043)=163.6 
CX neurotrophic fungi, black yeasts, neurotrophism, hydrocarbons, ants, Alzheimer's 
disease, human neuroblastoma cells, SH-SY5Y 
AU LAVRIN, Teja 
AA GUNDE CIMERMAN, Nina (supervisor), ROGELJ, Boris (co-advisor), 
ERDANI KREFT, Mateja (reviewer) 
PP SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
PB University of Ljubljana, Biotechnical Faculty, Academic Study in Microbiology 
PY 2018  
TY IMPACT OF SELECTED POTENTIALLY NEUROTROPHIC FUNGI ON 
HUMAN NEUROBLASTOMA CELL LINES 
DT M. Sc. Thesis (Master Study Programmes: Field Microbiology) 
NO XIV, 133 p., 15 tab., 40 fig., 5 ann., 171 ref.  
LA sl 
Al sl/en 
AB Most of the neurotrophic fungi are classified as black yeasts, family 
Herpotrichellaceae. One of the important opportunistic neurotrophic pathogens is 
Exophiala dermatitidis, which can grow at human body temperature, assimilate 
volatile aromatic hydrocarbons and also human neurotransmitters. Fungi which 
assimilate aromatics are capable to grow in artificial and natural environments, 
such as hydrocarbon-present synthetic/rubber materials and ant-associated 
habitats. Hydrocarbons are one of the components of neurotransmitters, but 
among ants, the cuticular profile of hydrocarbons serves for protection against 
external environmental effects and nest-invasion. E. dermatitidis (EXF-10123) 
and its related P. americana (EXF-12206), which was isolated from ant nest, were 
tested for all properties mentioned above. Both are capable of growth at 37 °C, 
assimilate tested hydrocarbons and neurotransmitters. The interaction of  E. 
dermatitidis, as well as P. americana with a neuroblastoma cell model SH-SY5Y, 
was visualized by SEM microscopy, while E. dermatitidis was also evaluated with 
fluorescence confocal microscopy. The internalization of hyphae into neuroblasts 
was indicated and cytotoxic effect of the exposed SH-SY5Y cells with fungal 
metabolites – extracts and extracellular vesicles of E. dermatitidis was also found. 
The possibility of fungal transfer via neurons and to target cells with causing brain 
infection could represent a new mechanism and a potential for the development of 
neurodegenerative diseases.  
  
 
 
 
 
Lavrin T. Vpliv izbranih potencialno nevrotropnih gliv na humane nevroblaste. 
 Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
V 
 
KAZALO VSEBINE 
 
KLJUČNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA ............................................ III 
KEY WORDS DOCUMENTATION ......................................................................... IV 
KAZALO PREGLEDNIC ........................................................................................... IX 
KAZALO SLIK .............................................................................................................. X 
KAZALO PRILOG ..................................................................................................... XII 
OKRAJŠAVE IN SIMBOLI .................................................................................... XIII 
1         UVOD ............................................................................................................... 1 
1.1      NAMEN............................................................................................................. 2 
1.2      HIPOTEZE ........................................................................................................ 2 
2         PREGLED OBJAV ......................................................................................... 3 
2.1      ČRNE KVASOVKE .......................................................................................... 3 
2.1.1        Rod Exophiala .................................................................................................. 3 
2.1.1.1     Rod Exophiala in E. dermatitidis ...................................................................... 4 
2.1.1.2     Morfologija rodu Exophiala .............................................................................. 4 
2.1.1.3     Evolucija in ekologija ........................................................................................ 4 
2.1.1.4     Patogeni potencial.............................................................................................. 5 
2.1.2        Melanin kot pomemben virulentni dejavnik ................................................. 7 
2.2              HLAPNI AROMATSKI OGLJIKOVODIKI .................................................... 8 
2.2.1        Patogeneza povezana s hlapnimi aromatskimi ogljikovodiki ...................... 8 
2.2.2        Ekstremofilija in virulenca ............................................................................. 9 
2.2.3        Hlapni aromatski ogljikovodiki prisotni na mravljah in v gnezdu                   
mravelj ............................................................................................................ 10 
2.2.3.1     Glive, ki poseljujejo mravlje ........................................................................... 10 
2.3              VSTOP IN PRENOS GLIVE V HUMANE GOSTITELJSKE CELICE ......... 11 
2.3.1        Vstop glivnih metabolitov in makromolekul v gostitelja ter vpliv glivnih   
zunajceličnih veziklov ................................................................................... 14 
2.3.1.1     Glivni zunajcelični vezikli ............................................................................... 14 
2.3.1.1.1  Vpliv melanina na celice SH-SY5Y v povezavi z zunajceličnimi vezikli ...... 15 
2.3.1.1.2  Prenos zunajceličnih veziklov v možgane ....................................................... 15 
2.4              GLIVE KOT POVZROČITELJICE OKUŽB MOŽGANOV ......................... 15 
2.4.1        Okužbe možganov in povezava z Alzheimerjevo boleznijo ....................... 16 
2.4.1.1     SH-SY5Y kot modelna celična linija za preučevanje Alzheimerjeve 
bolezni ............................................................................................................. 18 
3              MATERIAL IN METODE ........................................................................... 19 
3.1              MATERIAL .................................................................................................... 19 
3.1.1        Reagenti .......................................................................................................... 19 
3.1.2        Material za enkratno uporabo...................................................................... 21 
3.1.3        Laboratorijske aparature ............................................................................. 22 
3.1.4        Druge potrebščine .......................................................................................... 24 
3.1.5        Gojišča in raztopine ....................................................................................... 24 
 
 
 
 
Lavrin T. Vpliv izbranih potencialno nevrotropnih gliv na humane nevroblaste. 
 Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
VI 
 
3.1.5.1     Gojišča ............................................................................................................. 24 
3.1.5.2     Raztopine in reagenti ....................................................................................... 28 
3.1.5.2.1  Komercialni paketi in reagenti ........................................................................ 31 
3.2      METODE......................................................................................................... 32 
3.2.1        Osamitev in izbor gliv za testiranje.............................................................. 32 
3.2.1.1     Osamitev gliv iz mravelj ................................................................................. 32 
3.2.1.1.1  Lokacija gnezda in osamitev glivnih vrst ........................................................ 32 
3.2.1.1.2  Metode za osamitev glivih vrst iz mravelj ...................................................... 32 
3.2.1.2     Osamitev gliv iz gnezda mravelj ..................................................................... 33 
3.2.1.2.1  Vzorčenje in izolacija gliv ............................................................................... 33 
3.2.1.2.2  Metode za osamitev glivnih vrst iz gnezda mravelj ........................................ 34 
3.2.1.3     Izolacija DNA izbranih sevov gliv .................................................................. 35 
3.2.1.3.1  Izolacija čistih kultur ....................................................................................... 35 
3.2.1.3.2  Izolacija DNA filamentoznih gliv ................................................................... 36 
3.2.1.3.3  Izolacija DNA kvasovk ................................................................................... 36 
3.2.1.4     Verižna reakcija s polimerazo (PCR) .............................................................. 36 
3.2.1.4.1  Agarozna gelska elektroforeza ........................................................................ 38 
3.2.1.4.2  Sekvenciranje in anotacija nukleotidnega zaporedja ....................................... 38 
3.2.1.5     Izbor glive iz gnezda mravelj .......................................................................... 39 
3.2.1.5.1  Morfološka analiza izbranih glivnih izolatov črnih kvasovk .......................... 39 
3.2.1.5.2  Rast pri telesni temperaturi .............................................................................. 40 
3.2.1.5.3  Presnova ogljikovodikov ................................................................................. 40 
3.2.1.5     Rast na gojiščih z dodanimi nevrotransmiterji ................................................ 41 
3.2.2        Priprava testnih suspenzij nevrotropne črne kvasovke E. dermatitidis .... 41 
3.2.2.1     Gojenje glive v gojišču za celične kulture ....................................................... 41 
3.2.2.2     Priprava ekstraktov črne kvasovke E. dermatitidis ......................................... 42 
3.2.2.2.1  Priprava biomase za ekstrakcijo bioaktivnih sestavin ..................................... 42 
3.2.2.2.2  Ekstrakcija glivne biomase .............................................................................. 43 
3.2.2.3     Izolacija zunajceličnih veziklov črne kvasovke E. dermatitidis...................... 43 
3.2.2.3.1  Gojenje E. dermatitidis za izolacijo zunajceličnih veziklov ........................... 43 
3.2.2.3.2  Postopek izolacije zunajceličnih veziklov ....................................................... 44 
3.2.2.4     Inhibicija sinteze melanina in določanje koncentracije proteinov in melanina  
v frakcijah veziklov ......................................................................................... 45 
3.2.2.4.1  Izolacija posameznih frakcij veziklov s saharoznim gradientom .................... 45 
3.2.3        Testiranje viabilnosti celične linije ............................................................... 46 
3.2.3.1     Gojenje celične linije SH-SY5Y...................................................................... 46 
3.2.3.2     Preverjanje vpliva ekstraktov E. dermatitidis na celično linijo humanih 
nevroblastov SH-SY5Y ................................................................................... 47 
3.2.3.2.1  Priprava testnih suspenzij ................................................................................ 47 
3.2.3.2.2  Izvedba testa z barvilom nevtralno rdeče ........................................................ 48 
3.2.3.2.3  Obdelava rezultatov ......................................................................................... 49 
3.2.3.3     Preverjanje vpliva hlapnih produktov črne kvasovke E. dermatitidis na 
humano nevroblastomsko celično linijo SH-SY5Y ........................................ 50 
3.2.3.3.1  Test s tripanskim modrilom ............................................................................. 51 
3.2.3.4     Preverjanje vpliva izoliranih zunajceličnih veziklov E. dermatitidis na 
humano nevroblastomsko celično linijo SH-SY5Y ........................................ 51 
 
 
 
 
Lavrin T. Vpliv izbranih potencialno nevrotropnih gliv na humane nevroblaste. 
 Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
VII 
 
3.2.4        Vizualizacija interakcije črne kvasovke E. dermatitidis in celične linije 
humanih nevroblastov ................................................................................... 53 
3.2.4.1     Vrstična elektronska mikroskopija – SEM (angl. Scanning Electron 
Microscopy) ..................................................................................................... 53 
3.2.4.2     Fluorescentna konfokalna mikroskopija .......................................................... 55 
3.2.4.2.1  Priprava preparatov.......................................................................................... 56 
4         REZULTATI .................................................................................................. 58 
4.1      OSAMITEV GLIV IZ KUTIKULE IN GNEZDA MRAVELJ ....................... 59 
4.1.1        Osamitev gliv iz mravelj Lasius spp. ............................................................ 59 
4.1.2        Osamitev gliv iz gnezda mravelj................................................................... 60 
4.1.3        Identifikacija osamljenih sevov gliv ............................................................. 63 
4.2      IZBOR GLIVE IZ GNEZDA MRAVELJ ....................................................... 67 
4.2.1        Filogenetska analiza ...................................................................................... 67 
4.2.2        Morfološka analiza izbranih glivnih izolatov .............................................. 70 
4.2.2.1     Pregled makromorfologije ............................................................................... 70 
4.2.2.2     Pregled mikromorfologije................................................................................ 71 
4.2.3        Rast pri telesni temperaturi .......................................................................... 72 
4.2.4        Sposobnost presnove aromatskih ogljikovodikov ....................................... 72 
4.2.5        Rast na gojiščih z dodanimi nevrotransmiterji ........................................... 77 
4.3              RAST GLIVE E. dermatitidis V GOJIŠČU ZA CELIČNE LINIJE ................ 78 
4.4              TESTIRANJE VIABILNOSTI CELIČNE LINIJE SH-SY5Y ........................ 79 
4.4.1        Vpliv ekstraktov in hlapnih produktov glive E. dermatitidis ..................... 79 
4.4.2        Vpliv zunajceličnih veziklov izoliranih iz glive E. dermatitidis .................. 83 
4.4.3        Vpliv melanina na celice SH-SY5Y v povezavi z zunajceličnimi vezikli .. 86 
4.5      VIZUALIZACIJA DIREKTNE INTERAKCIJE IZBRANIH 
POTENCIALNO NEVROTROPNIH GLIV S CELICAMI HUMANIH 
NEVROBLASTOV SH-SY5Y.. ...................................................................... 90 
4.5.1        Vrstična elektronska mikroskopija – SEM ................................................. 90 
4.5.2        Fluorescentna konfokalna mikroskopija ..................................................... 96 
5         RAZPRAVA ................................................................................................. 102 
5.1      IZBOR ČRNE KVASOVKE IZ GNEZDA MRAVELJ ................................ 102 
5.1.1        Rod Phialophora .......................................................................................... 103 
5.1.1.1     Patogeni potencial glive P. americana .......................................................... 104 
5.1.1.2     Sposobnost presnove aromatskih ogljikovodikov ......................................... 104 
5.1.1.3     Dodatek nevrotransmiterjev v gojišče ........................................................... 106 
5.2      VPLIV GLIVNIH METABOLITOV IN ZUNAJCELIČNIH VEZIKLOV NA 
VIABILNOST CELIČNE LINIJE HUMANIH NEVROBLASTOV SH-SY5Y
 ....................................................................................................................... 107 
5.2.1        Vpliv ekstraktov ........................................................................................... 108 
5.2.2        Vpliv hlapnih metabolitov .......................................................................... 108 
5.2.3        Zunajcelični vezikli ...................................................................................... 109 
5.3      VIZUALIZACIJA INTERAKCIJE GLIVE IN CELIČNE LINIJE HUMANIH 
NEVROBLASTOV SH-SY5Y ...................................................................... 111 
5.3.1        Vrstična elektronska mikroskopija – SEM ............................................... 111 
5.3.2        Fluorescentna konfokalna mikroskopija ................................................... 113 
 
 
 
 
Lavrin T. Vpliv izbranih potencialno nevrotropnih gliv na humane nevroblaste. 
 Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
VIII 
 
6        SKLEPI ......................................................................................................... 116 
7        POVZETEK .................................................................................................. 118 
8        VIRI ............................................................................................................... 120 
ZAHVALA 
PRILOGE 
  
 
 
 
 
Lavrin T. Vpliv izbranih potencialno nevrotropnih gliv na humane nevroblaste. 
 Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
IX 
 
KAZALO PREGLEDNIC 
 
Preglednica 1: Seznam v nalogi uporabljenih reagentov in njihovi proizvajalci. ........... 19 
Preglednica 2: Seznam v nalogi uporabljenega materiala za enkratno uporabo. ............ 21 
Preglednica 3: Seznam v nalogi uporabljenih aparatur. .................................................. 22 
Preglednica 4: Pregled mravelj glede na gnezdo in število osebkov. .............................. 32 
Preglednica 5: Začetni oligonukleotidi, uporabljeni za pomnoževanje odsekov genoma 
iz okolja osamljenih sevov. ............................................................................................. 37 
Preglednica 6: Programi pomnoževaja različnih odsekov glivne DNA. ......................... 38 
Preglednica 7: Priprava koncentracij saharoze iz založne koncentracije 80 % (w/v) 
saharoze. .......................................................................................................................... 45 
Preglednica 8: Koncentracije pripravljenih tretmajev (%) za testiranje na celični liniji 
SH-SY5Y. ........................................................................................................................ 47 
Preglednica 9: Končna koncentracija tretmaja (mg/ml), testiranega na celični liniji SH-
SY5Y. .............................................................................................................................. 48 
Preglednica 10: Priprava koncentracij in končna koncentracija tretmaja, testiranega na 
celični liniji SH-SY5Y. ................................................................................................... 52 
Preglednica 11: Prikaz razmerja redčenja fluorescenčnih označevalcev v raztopini za 
blokiranje in permeabilizacijo. ........................................................................................ 57 
Preglednica 12: Prikaz števila osamljenih sevov mikroorganizmov iz kutikule. ............ 60 
Preglednica 13: Prikaz števila osamljenih sevov mikroorganizmov iz gnezda mravelj.. 61 
Preglednica 14: Glivni izolati izolirani iz mravelj in identificirani z BLASTn orodjem 
glede na pomnoževano zaporedje ITS oziroma LSU ...................................................... 64 
Preglednica 15: Glivni izolati izolirani iz gnezda mravelj in identificirani z BLASTn 
orodjem glede na pomnoževano zaporedje ITS oziroma LSU ........................................ 65 
 
  
 
 
 
 
Lavrin T. Vpliv izbranih potencialno nevrotropnih gliv na humane nevroblaste. 
 Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
X 
 
KAZALO SLIK 
 
Slika 1: Gnezdo mravelj in prikaz mest vzorčenja. Merilo: 9 cm. .................................. 34 
Slika 2: Prikaz nacepljanja izbranih izolatov na gojišče. ................................................ 39 
Slika 3: Načrt za testiranje vpliva testne snovi na celice SH-SY5Y v 96-luknjični 
mikrotitrski plošči. ........................................................................................................... 49 
Slika 4: Načrt za testiranje vpliva hlapnih produktov glive E. dermatitidis na           
celice SH-SY5Y v 12-luknjični mikrotitrski plošči. ....................................................... 51 
Slika 5: E. dermatitidis, EXF-10123, na različnih morfoloških gojiščih, rast na     
gojišču MEA (A) in OA (B) po 14-dnevnem gojenju ..................................................... 58 
Slika 6: Primarna osamitev gliv iz kutikule mravelj na gojišču DRBC Ch .................... 59 
Slika 7: Površina gnezda mravelj, posneta s stereomikroskopom ................................... 60 
Slika 8: Mikroskopski preparat gnezda mravelj; kulture na ploščah, zrastle po 1   
mesecu inkubacije, izolirane neposredno iz gnezda z metodo agarne iglice ................... 61 
Slika 9: Primarna osamitev gliv iz gnezda mravelj na gojiščih DRBC Ch, DG18 Ch, 
MY10-12 Ch in MEA Ch ................................................................................................ 62 
Slika 10: Primeri izolatov čistih kultur na gojiščih MEA iz gnezda mravelj           
(stolpci 1–8) in njihove kutikule (zadnji stolpec). ........................................................... 63 
Slika 11: Ocenjeni deleži identificiranih vrst gliv, izoliranih iz mravelj L. umbratus      
in  L. niger (levo) in iz gnezda mravelj ........................................................................... 67 
Slika 12: Filogenetsko drevo vseh sevov, osamljenih iz gnezda mravelj ....................... 68 
Slika 13: Filogenetsko drevo sevov, osamljenih iz gnezda mravelj, rodu Phialophora. 69 
Slika 14: Makromorfologija izolatov iz gnezda mravelj vrste Phialophora americana; 
točkovno nacepljeni različni izolati iste vrste na treh različnih gojiščih PDA, OA in 
MEA. ............................................................................................................................... 70 
Slika 15: P. americana, EXF-12206 na različnih morfoloških gojiščih, mikroskopski 
preparati ........................................................................................................................... 71 
Slika 16: Rast izbranih izolatov glive Phialophora americana pri temperaturi 25 in     
37 °C in primerjava s kulturo E. dermatitidis (sev EXF-10123) ..................................... 72 
Slika 17: Gojenje izbranih sevov P. americana, osamljenih iz gnezda mravelj,  
testiranih na rast v tekočem gojišču YNB z različnimi viri ogljika................................. 74 
Slika 18: Primerjava rasti sevov vrste P. americana, v prisotnosti aromatskih 
oglikovodikov na trdnem gojišču, s kontrolo .................................................................. 75 
Slika 19: Primerjava rasti glive E. dermatitidis, sev EXF-10123; testiranje rasti na 
trdnem in v tekočem gojišču ............................................................................................ 76 
Slika 20: Primerjava rasti iz gnezda mravelj, osamljene vrste P. americana (EXF-
12206), in glive E. dermatitidis (EXF-10123), na mineralnem mediju (M9) in M9 z 
dodanim nevrotransmiterjem acetilholinom, GABA, glicinom oz. glutamatom ............ 77 
Slika 21: Rastna krivulja glive E. dermatitidis v gojišči DMEM/F12 (modra),  
definirana glede na meritve OD600 in grafični prikaz števila CFU/ml vzorcev ............. 79 
Slika 22: Viabilnost celic SH-SY5Y, tretiranih z različnimi koncentracijami (A) 
etanolnega (v DMSO) in (B) vodnega (v pufru PBS) ekstrakta glive E.  dermatitidis, 
testiranih z nevtralno rdečim barvilom ............................................................................ 80 
Slika 23: Viabilnost celic SH-SY5Y, tretiranih z različnimi koncentracijami 
odrabljenega gojišča ME ................................................................................................. 81 
Slika 24: Vpliv hlapnih produktov glive E. dermatitidis na viabilnost celic SH-SY5Y. 82 
 
 
 
 
Lavrin T. Vpliv izbranih potencialno nevrotropnih gliv na humane nevroblaste. 
 Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
XI 
 
Slika 25: Viabilnost celic SH-SY5Y, tretiranih z različnimi koncentracijami 
zunajceličnih veziklov (vzorec ED1) glive E. dermatitidis ............................................. 84 
Slika 26: Viabilnost celic SH-SY5Y, tretiranih z različnimi koncentracijami 
zunajceličnih veziklov (vzorec ED1 – MQ) glive E. dermatitidis, raztopljenih v 
bidestilirani vodi in modificiranih s temperaturnim šokom. ........................................... 85 
Slika 27: Viabilnost celic SH-SY5Y, tretiranih z različnimi koncentracijami 
zunajceličnih veziklov (vzorec ED2) glive E. dermatitidis in S. cerevisiae ................... 86 
Slika 28: Grafični prikaz relativnih vrednosti celokupnih proteinov (total prot.) in 
melanina glede na posamezne frakcije, s saharoznim gradientom izoliranih 
zunajceličnih veziklov iz kulture E. dermatitidis ............................................................ 87 
Slika 29: Grafični prikaz celokupnih proteinov (µg) (A) in melanina (vrednosti A400) 
(B) glede na gostoto posameznih frakcij, s saharoznim gradientom izoliranih 
zunajceličnih veziklov iz kulture E. dermatitidis ............................................................ 88 
Slika 30: Viabilnost celic SH-SY5Y, tretiranih z različnimi koncentracijami 
zunajceličnih veziklov (vzorca ED3 brez inhibitorja, ED3 z inhibitorjem) glive E. 
dermatitidis ...................................................................................................................... 89 
Slika 31: Celična linija humanih nevroblastov SH-SY5Y v interakciji z glivo E. 
dermatitidis (EXF-10123); slike, posnete s SEM, prikazujejo interakcijo glive in  
celične linije po inkubaciji 24 h (A, B) in 48 h (C–F) ..................................................... 91 
Slika 32: Celična linija humanih nevroblastov SH-SY5Y v interakciji z glivo E. 
dermatitidis (EXF-10123); slike, posnete s SEM, prikazujejo interakcijo glive in  
celične linije po inkubaciji 72 h ....................................................................................... 92 
Slika 33: Celična linija humanih nevroblastov SH-SY5Y; slike, posnete s SEM, 
prikazujejo kontrolni vzorec brez glive (A–D). Merilo 10 µm. ...................................... 93 
Slika 34: Celična linija humanih nevroblastov SH-SY5Y v interakciji z glivo P. 
americana (EXF-12206); slike, posnete s SEM, prikazujejo interakcijo glive in    
celične linije po inkubaciji 24 h ....................................................................................... 94 
Slika 35: Celična linija humanih nevroblastov SH-SY5Y v interakciji z glivo P. 
americana (EXF-12206); slike, posnete  s SEM, prikazujejo interakcijo glive in   
celične linije po inkubaciji 48 h ....................................................................................... 95 
Slika 36: Celična linija humanih nevroblastov SH-SY5Y v interakciji z glivo E. 
dermatitidis (EXF-10123); slike, posnete s fluorescenčnim konfokalnim mikroskopom, 
prikazujejo interakcijo po inkubaciji 24 h. Merilo 10 µm (A–D), 5 µm (I) .................... 97 
Slika 37: Celična linija humanih nevroblastov SH-SY5Y v interakciji z glivo E. 
dermatitidis (EXF-10123); slike, posnete s fluorescenčnim konfokalnim mikroskopom, 
prikazujejo interakcijo po inkubaciji 48 h. Merilo 25 µm ............................................... 98 
Slika 38: Celična linija humanih nevroblastov SH-SY5Y v interakciji z glivo E. 
dermatitidis (EXF-10123); slike, posnete s fluorescenčnim konfokalnim mikroskopom, 
prikazujejo interakcijo po inkubaciji 48 h. Merilo 10 µm ............................................... 99 
Slika 39: Celična linija humanih nevroblastov SH-SY5Y v interakciji z glivo E. 
dermatitidis (EXF-10123); slike, posnete s fluorescenčnim konfokalnim mikroskopom, 
prikazujejo interakcijo po inkubaciji 48 h. Merilo 25 µm (A–H), 8 µm (I) .................. 100 
Slika 40: Celična linija humanih nevroblastov SH-SY5Y v interakciji z glivo E. 
dermatitidis (EXF-10123); slike s fluorescenčnim konfokalnim mikroskopom so 
posnete po inkubaciji 48 h iz treh različnih delov preparata ......................................... 101 
  
 
 
 
 
Lavrin T. Vpliv izbranih potencialno nevrotropnih gliv na humane nevroblaste. 
 Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
XII 
 
KAZALO PRILOG 
 
Priloga  A: Identifikacija osamljenih sevov iz gnezda mravelj. 
Priloga  B: Mikromorfologija izbranih sevov Phialophora americana, osamljenih iz 
gnezda mravelj. Slike mikroskopskih preparatov, posnete s svetlobnim mikroskopom, 
opremljenim s kontrastom DIC. 
Priloga  C: Testiranje viabilnosti celične linije SH-SY5Y. 
Priloga  D: Vizualizacija interakcije glive E. dermatitidis in P. americana s celicami SH-
SY5Y z vrstično elektronsko mikroskopijo (SEM). 
Priloga  E: Vizualizacija interakcije glive E. dermatitidis in celic SH-SY5Y s 
fluorescenčno konfokalno mikroskopijo. 
 
  
 
 
 
 
Lavrin T. Vpliv izbranih potencialno nevrotropnih gliv na humane nevroblaste. 
 Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
XIII 
 
OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
BLAST osnovno iskalno orodje lokalne poravnave (angl. Basic Local Alignment 
Search Tool) 
Bp bazni par 
CBS mikrobiološka zbirka gliv, Westerdijk Fungal Biodiversity Institute, 
Utrecht 
CFU enota, ki oblikuje kolonijo (angl. Colony Forming Unit) 
Ch kloramfenikol 
CSL koruzna namakalna tekočina (angl. Corn Steep Liquid), gojišče za 
povečano produkcijo proteinov 
CTAB cetiltrimetilamonijev bromid 
CTAB cetil triamonijev bromid, pufer za denaturacijo makromolekul pri 
ekstrakciji DNA 
DG-18 agar z dodanim dikloranom in glicerolom za gojenje gliv (angl. 
Dichloran-Glycerol Agar Base) 
DMEM medij za gojenje sesalskih celic (angl. Dulbeco's Modified Eagle's 
Medium) 
DMSO dimetil sulfoksid 
DNA deoksiribonukleinska kislina 
dNTP deoksiribonukleotidi 
DRBC agar z dodanim dikloranom, barvilom Rose Bengal in antibiotikom 
kloramfenikolom (angl. Dichloran Rose-Bengal Chloramphenicol Agar 
Base) 
EV zunajcelični vezikli (angl. Extracellular Vesicles) 
EX mikrobiološka zbirka ekstremofilnih mikroorganizmov v okviru 
Infrastrukturnega centra Mycosmo na Katedri za molekularno genetiko 
in biologijo mikrooragnizmov, Oddelek za biologijo, Biotehniška 
fakulteta, Univerza v Ljubljani 
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1 UVOD 
Glive imajo v naravi vlogo razgrajevalcev velikih, predvsem lignoceluloznih molekul. Le 
določene glive pa so patogene za človeka. Te poleg kutanih in subkutanih okužb 
povzročajo tudi »globoke« in sistemske mikoze pri imunsko oslabljenih ljudeh. Take 
okužbe povzročijo z vstopom v celice in tkiva, kjer se razmnožijo, ter v hujših oblikah 
prenesejo naprej po telesu (de Hoog in sod., 2000a). 
Glive v človeško telo vnesemo največ z vdihavanjem spor v pljuča, z zaužitjem, ob 
poškodbah in kirurških posegih. S pomočjo molekularnih tehnik odkrivamo vedno več 
novih vrst gliv s patogenim potencialom (de Hoog in sod., 2000, 2000a). Med oportuno 
patogene spadajo tudi mnoge črne kvasovke družine Herpotrichiellaceae. Mednje 
uvrščamo tudi vrsto Exophiala dermatitidis, znano kot nevrotropno glivo, v okolju 
izjemno redko prisotno, zato pa pogosto v urbanem in bivalnem okolju človeka (Matos 
in sod., 2002; Sudhadham in sod., 2008; Zalar in sod., 2011; Gümral in sod., 2016; 
Zupančič in sod., 2016). Patogeni potencial ji pripisujemo tudi zaradi ekstremofilnih 
lastnosti, kot so termotoleranca, toleranca na visok ali nizek pH, slana in suha okolja z 
znižano vodno aktivnostjo (de Hoog in sod., 2000, 2000a). Znana je kot oligotrofna gliva, 
ki je sposobna rasti v okolju z malo nutrientov ter tudi v okoljih, onesnaženih s cikličnimi 
in necikličnimi hlapnimi aromatskimi ogljikovodiki (Prenafeta-Boldú in sod., 2001, 
2006). Slednje ji omogoča življenje v okoljih, kot so mravljišča in kutikula mravelj (de 
Hoog in sod., 2000a; Zhao in sod., 2010). Mravlje imajo namreč na svojih kutikulah in v 
gnezdih različne ogljikovodike, ki jih varujejo pred izsušitvijo in ločujejo gnezda med 
seboj (Akino in sod., 2005). Črnim kvasovkam ti ogljikovodiki predstavljajo vir ogljika 
in možnost rasti v okolju, kjer druge glive ne uspevajo (Mueller, 2002; Satow in sod., 
2008). Sposobnost črnih kvasovk presnove ogljikovodikov lahko posredno povežemo z 
okužbami možganov pri človeku. Kateholaminski nevrotransmiterji v možganih človeka 
imajo podobno zgradbo kot aromatski ogljikovodiki, ki so prisotni na kutikuli mravelj ali 
v njihovih gnezdih (Zecca in sod., 2003; Lian in sod., 2010). Ti so prisotni tudi v umetnih 
materialnih, kot sta guma in plastika in se nahajajo v notranjih okoljih, ki jih naseljuje E. 
dermatitidis (Zalar in sod., 2011). Kateholaminski nevrotransmiterji imajo v možganih 
pomembno vlogo pri posredovanju signalov med nevroni ter med nevronom in tarčno 
celico. Napake v delovanju oz. padec koncentracije nevrotransmiterjev lahko vodi v 
nevrodegenerativa obolenja, kot je Alzheimerjeva bolezen (Francis, 2005). V zadnjem 
času poročajo o glivah, prisotnih v možganih ljudi, obolelih za Alzheimerjevo boleznijo. 
Lezije v možganih povezujejo z glivno okužbo pred ali posledično zaradi obolenja (Pisa 
in sod., 2015). Glive, ki nevrotransmiterje presnavljajo kot vir hranil, ki so obenem 
termotolerantne in sposobne razgradnje aromatskih ogljikovodikov, so potencialno 
sposobne tudi razširjanja preko živcev in na tak način vstopajo v možgane. 
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1.1 NAMEN  
Prvi namen naloge je osamiti in identificirati glive, ki rastejo na kutikuli oz. v gnezdu 
mravelj. Nadalje želimo na podlagi rezultatov testiranj ter pregleda literature ugotoviti, 
katere, iz mravelj izolirane glive, razgrajujejo monoaromatske ogljikovodike in rastejo 
pri telesni temperaturi človeka (37 °C). Glede na klasifikacijo želimo izbrati 
najprimernejšo glivo z največjim nevrotropnim potencialom, ki je sorodna glivi 
Exophiala dermatitidis. Drugi namen je primerjati to glivo z glivo E. dermatitidis, ki je 
znana kot nevrotropna in kot pogosta naseljevalka umetnih notranjih okolij, in sicer na 
nivoju vpliva na humano nevroblastomsko celično linijo SH-SY5Y. 
 
1.2 HIPOTEZE 
Predpostavili smo naslednje hipoteze: 
 
Kutikulo mravelj rodu Lasius naseljujejo glive, ki so prilagojene na prisotnost aromatskih 
ogljikovodikov ali so jih celo sposobne presnavljati. 
 
Določene oportuno patogene glive presnavljajo monoaromatske ogljikovodike in njihove 
derivate rastlinskega, živalskega in umetnega izvora. Podobne molekule imajo vlogo 
nevrotransmiterjev v možganih, zato predvidevamo, da bosta nevrotropni glivi E. 
dermatitidis in pa izbrana gliva, izolirana iz kutikule mravelj, vplivali na humano 
nevroblastomsko celično linijo SH-SY5Y. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 ČRNE KVASOVKE 
Črne kvasovke so polifiletska skupina melaniziranih gliv, ki lahko rastejo v kvasni obliki, 
v obliki meristematskih skupkov, oblikujejo pa lahko tudi hife. Ime so dobile po temnem 
pigmentu – melaninu, ki je eden od pomembnejših virulentnih dejavnikov, ki prispeva k 
njihovi patogenezi. Mnogo črnih kvasovk uvrščamo med oportuno patogene glive. 
Odkrili so jih konec 19. stoletja in še danes veljajo kot le deloma poznana, taksonomsko 
kompleksna skupina gliv, ki jih je težje taksonomsko določiti. Mnogo vrst je verjetno še 
neopisanih, novoodkrite vrste (tudi tiste, ki se jih ne da gojiti) danes opisujejo predvsem 
na osnovi molekularnih tehnik. Običajno izvedemo delno pomnoževanje ribosomskih 
genov, predvsem univerzalnega glivnega zaporedja za določanje regije ITS (Haase in 
sod., 1995). Znotraj skupine črnih kvasovk imajo zelo visok patogeni potencial za človeka 
vrste redu Chaetothyriales (družina Herpotrichiellaceae), ki je filogenetsko nekoliko 
oddaljena od ostalih askomicet. Glive v deblu Ascomycota, v katerega uvrščamo črne 
kvasovke, lahko tvorijo tudi debelostenske počivajoče spore – hlamidospore ter 
sklerotska telesa. Morfologija je spremenljiva (de Hoog in sod., 2000a). Raznovrstnost 
črnih kvasovk jim omogoča vstop v nove substrate, eden od njih je tudi človeško telo (de 
Hoog in sod., 2000). Klinično najpomembnejši rodovi družine Herpotrichiellaceae so 
Exophiala, Cladophialophora, Coniosporium, Cyphellophora, Fonsecaea, Phialophora 
in Rhinocladiella (Revankar in sod., 2010).  
 
2.1.1 Rod Exophiala 
Rod Exophiala taksonomsko spada v kraljestvo Fungi, deblo Ascomycota, poddeblo 
Pezizomycotina, razred Eurotiomycetes, podrazred Chaetothyriomycetidae, red 
Chaetothyriales in družino Herpotrichiellaceae. Družina Herpotrichiellaceae je zelo 
polifiletska, vanjo uvrščamo tudi rodove z vrstami, pomembnimi v patogenezi človeka 
(Money in sod., 2015). Rod Exophiala sestoji iz več kot 30 vrst, znanih kot temno 
obarvane glive, s polimorfno morfologijo in spremenljivimi fenotipskimi lastnostmi. 
Sprva tvorijo kvasne celice, ki se pri zrelih kulturah preoblikujejo v hife s konidiogenimi 
anelidnini celicami (Refai in sod., 2014). 
 
Glive rodu Exophiala uvrščamo med glavne predstavnike črnih kvasovk z njimi značilno 
blastično, anelidno konidiogenezo, kjer konidiogena celica iz obročastih izrastkov/anelid 
tvori verižice, imenovane blastokonidiji. Med vrstami so take, ki tvorijo popolnoma 
kvasno obliko, pa tudi septirane, razvejane ali nerazvejane hifne filamente (fialide z 
ovratniki, simpodialne konidiofore ali suhe verige s konidiji), (de Hoog in sod., 2000a).  
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2.1.1.1 Rod Exophiala in E. dermatitidis 
Črna kvasovka E. dermatitidis je bila redko osamljena iz okolja, pogosteje iz sistemskih 
in drugih mikoz pri človeku. Zaradi termotolerance, ki ji omogoča rast pri temperaturi 37 
°C, spada med medicinsko pomembne glive. V Južni Aziji povzroča usodne možganske 
okužbe pri sicer zdravih ljudeh. Klinična slika v Evropi pa kaže kolonizacijo glive v 
pljučih bolnikov s cistično fibrozo ter redke in mile sistemske okužbe pri imunsko 
oslabljenih osebah. Glede na pojavnost na obeh celinah lahko vrsto uvrščamo med 
kontaminante oz. oportuniste. De Hoog in sod. (2000) so primerjali vrsti E. dermatitidis 
in Pseudallescheria boydii, slednja je znana kot okoljska, nevrotropna gliva v primeru 
začasne kome in aspiracije z glivo kontaminirane vode. Takson P. boydii je visoko 
variabilen v ribosomski DNA (rDNA) notranjega distančnika ITS, medtem ko je E. 
dermatitidis manj raznolika.  
 
Vrste rodu Exophiala se aktivno prilagajajo na nove niše. So oligotrofne in termofilne, 
zato jih najdemo na primer v parnih kopelih z vročim in vlažnim zrakom ter osmotičnimi 
stenskimi površinami. Nahajajo se po kopališčih v Evropi. Oligotrofizem in 
nevrotropizem sta temeljni lastnosti vrst rodu Exophiala in v kombinaciji omogočata 
predispozicijo za kolonizacijo možganov. E. dermatitidis je v največji meri povezana s 
humanim okoljem (de Hoog in sod., 2000). 
 
2.1.1.2 Morfologija rodu Exophiala 
Značilne kolonije rodu Exophiala so večinoma rjavo-črno pigmentirane in zamejene, v 
osrednjem delu oljnate zaradi kvasne oblike rasti ter gladke na robovih. Kasneje kolonije 
pogosto postanejo žametne ali nitkaste in so na zgornji in spodnji strani olivno črne barve. 
Tvorijo konidiogene celice, ki rastejo interkalarno v obliki cilindrov ali ločeno in so 
stekleničasto oz. igličasto oblikovane. V sluzasti glavi konidiogene celice se s 
podaljševanjem po dolžini tvorijo elipsoidni ali subcilindrični fialo-konidiji z gladko 
steno iz 1–4 celic, velikosti 2,5–4,0 × 2–3 μm. Fialide so sferično oblikovane in lahko 
zaključene z večjimi ovratniki. Občasno tvorijo tudi sklerotska telesa. Ob povečani delitvi 
se tvorijo verižice sferičnih celic, ki so lahko sodčkasto oblikovane s temnimi toruloznimi 
hifami (nabrekle in strnjene po dolžini).  
 
Vrste rodu Exophiala so občutljive na 10 % NaCl in fungicid benomil, večina ne 
presnavlja laktata, inulina in citrata (de Hoog in sod., 2000a).  
 
2.1.1.3 Evolucija in ekologija 
Sevi glive E. dermatitidis v naravi rastejo saprofitno. Osamljeni so bili občasno iz 
jagodičevja v tropih, vendar doslej njihove primarne ekološko naravne niše ni bilo 
mogoče definirati. Glive so kot nov habitat izkoristile notranje okolje človeka, vključno 
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s savnami in javnimi kopališči. Prenos iz doslej neznane naravne niše v človeško okolje 
je najverjetneje posledica selektivnih prilagoditev vrste na nove habitate skupaj z 
melaninom, ki ji nudi delno zaščito pred stresom. Sposobnost prilagoditve teh gliv je 
povezana z njihovo patogenostjo za človeka. Sudhadham in sod. (2008) so z vzorčenjem 
velikega števila različnih substratov poskušali ugotoviti izvor glive E. dermatitidis. Pri 
tem so upoštevali njene fiziološke lastnosti: oligotrofijo, termotoleranco, toleranco na 
kislost, zmerno osmotoleranco, melanizacijo in kapsulacijo kvasnih celic. Kljub temu so 
E. dermatitidis osamili iz okoljskih vzorcev v majhnem številu, z izjemo savn in s 
kreozotom obdelanimi ali z nafto onesnaženimi železniškimi tramovi. S selekcijskim 
postopkom so uspeli največ sevov iz narave osamiti iz tropskega okolja, predvsem iz 
fecesa frugivorih (sadjejedih) netopirjev, ki se prehranjujejo izključno ali predvsem z 
gozdnimi sadeži in jagodičevjem. Herbivori (rastlinojedi) imajo velik cekum, kjer je 
glavni proces prebave fermentacija hrane z bakterijami in belimi kvasovkami. Pri 
frugivorih oz. živalih, ki se prehranjujejo z medom ali nektarjem, je mikrobiota črevesja 
večinsko glivna zaradi visoke vsebnosti sladkorja v prebavnem traktu. E. dermatitidis ima 
rahlo preferenco za osmotska okolja, kar je verjetno povezano tudi s kolonizacijo pljuč 
pri bolnikih s cistično fibrozo (de Hoog in sod., 2000; Sudhadham in sod., 2008). Naravni 
habitat E. dermatitidis je težko določiti, ker imajo oligotrofi nizko kompetitivno 
sposobnost, zaradi katere so v naravnem okolju pogosto izrinjeni. Vrsta prav tako ni bila 
osamljena neposredno iz zraka v naravi, ampak le v notranjih prostorih (Matos in sod., 
2002; Zupančič in sod., 2016). Gliva se v preferenčnem habitatu pojavlja v aktivni 
metabolni obliki in na izolacijskih ploščah zraste v treh dneh, medtem ko je zunaj 
naravnega habitata v mirujoči (preživetveni) obliki in se vidna rast lahko pojavi šele po 
več tednih (Matos in sod., 2003).  
 
Ljudje smo s spreminjanjem življenjskega stila in okolja ustvarili primerne ekološke niše 
za adaptacijo in pojav patogenih vrst organizmov. Več vrst črnih kvasovk, vključno z E. 
dermatitidis, je zmožnih metabolizma aromatskih onesnaževal in tvorbe biofilma na 
umetnih materialih (Isola in sod., 2013). Primer takega okolja so pomivalni stroji, v 
katerih je bila E. dermatitidis doslej odkrita v največjem številu. Naseljuje tako gumijasta 
tesnila na vratih, kot tudi vse notranje površine v stroju in se iz strojev sprošča preko 
aerosolov v okolje kuhinj, preko odpadne vode pa v zunanje okolje (Zupančič in sod., 
2016). Pri razgradnji aromatskih ogljikovodikov se tvorijo fenolne in alifatske spojine, te 
imajo pomembno vlogo v nevrofiziologiji, kar lahko neposredno povežemo z 
možganskimi okužbami sesalcev (Prenafeta-Boldú in sod., 2005). 
 
2.1.1.4 Patogeni potencial 
Vrsta E. dermatitidis spada v varnostno skupino 2 (RG-2) in predstavlja zmerno tveganje 
za ljudi in okolje. S sevi rokujemo v laboratoriju z biološko varnostno stopnjo 2 (BSL-2), 
opremljenim z mikrobiološko komoro (de Hoog in sod., 2000a).  
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Pojav glivnih okužb pri ljudeh je v zadnjih dveh desetletjih alarmantno narasel. 
Naraščanje obolelih je povezano s podaljševanjem življenjske dobe in povečano 
populacijo imunsko oslabljenih posameznikov ter s tem vse večjo porabo 
kemoterapevtikov in imunosupresivnih zdravil (Garber, 2001). Najpogostejša 
oportunistična patogena za človeka sta glivi Candida albicans in Aspergillus spp., 
pojavljajo se tudi nekatere druge vrste rodu Candida: Candida glabrata, Candida krusei, 
Candida parapsilosis, Candida dubliniensis in več vrst rodu Fusarium (Pfaller in sod., 
2004). Več študij nakazuje na povečano pojavnost vrst rodu Fusarium spp. in Exophiala 
spp. v bivalnem okolju človeka, predvsem na račun tolerance na visoke temperature, 
kislost, alkalnost, oligotrofijo in sposobnost presnove surfaktantov in drugih umetnih 
snovi. Oportunistične črne glive poseljujejo parne kopeli, savne in javna kopališča (Matos 
in sod., 2002), domače kopalnice, odtočne cevi, pitno vodo, pralne in pomivalne stroje 
(Zalar in sod., 2011; Novak Babič in sod, 2015, 2016; Zupančič in sod., 2016; Gümral in 
sod., 2016). Zupančič in sod. (2016) so iz kuhinj gospodinjstev po Sloveniji osamili več 
vrst patogenih črnih kvasovk s prevladujočo vrsto E. dermatitidis na skoraj vseh 
vzorčenih površinah. V največji količini so jo identificirali na gumijastih tesnilih 
pomivalnih strojev z gostoto več kot 106 CFU/cm2 (Zupančič in sod., 2016). Omenjene 
ekološke niše gliva kolonizira zaradi sposobnosti presnove aromatskih ogljikovodikov 
kot vira ogljika v kombinaciji s toleranco na visoke temperature in spremenljiv pH (Zalar 
in sod., 2011). Prav tako k prilagoditvi na takšna okolja prispeva njihova polimorfna 
morfologija, na katero vpliva tudi povišana koncentracija kalcijevih ionov (Karuppayil in 
sod., 1997). 
 
Oportuno patogene glive kolonizirajo različna tkiva v telesu gostitelja, kjer se namnožijo 
in se nato lahko prenašajo naprej po telesu in povzročajo nadaljnje okužbe. Opisali so 
kutane in subkutane okužbe, akutno subkutano feohifomikozo po travmatičnih 
implantacijah, cerebralno feohifomikozo, keratitis ter okužbe bolnikov z levkemijo 
(Hiruma in sod., 1993; Benaoudia in sod., 1999;  Myoken in sod., 2003). Feohifomikoza 
(PHM) se je kot poimenovanje bolezni pojavila l. 1974 (Ajello in sod., 1974) in zajema 
mikoze, ki jih povzročajo glive z melaninom v tkivih. Poznamo tri različne tipe 
subkutanih okužb: eumicetom, kromoblastomikozo in PHM. Ločimo jih po specifičnih 
oblikah rasti glive v tkivu, ki so (i) zrnaste, (ii) v obliki muriformnih celic (sklerotska 
telesa) ter (iii) septiranih, temnih hif, psevdohif in kvasnih celic (Matsumoto in sod., 
1987; de Hoog, 1997). 
 
E. dermatitidis je tretji najpogostejši respiratorni glivni patogen. Subklinično so jo našli 
v pljučih, občasno kot povzročiteljico pljučnice ali bronhiektazije (Kusenbach in sod., 
1992; Mukaino in sod., 2006), zlasti pa pri bolnikih s cistično fibrozo ali rakom trdnih 
organov (Taj-Aldeen in sod., 2006; Kondori in sod., 2011). Prisotna je v fecesu zdravih 
ljudi in bolnikov z diarejo, detektirali so jo tudi pri otitisu – vnetju ušesa (Kerkmann in 
sod., 1999; de Hoog in sod., 2005). Infekcija se lahko pojavi pri uporabi intravenskih 
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naprav, znani so tudi primeri endokarditisa (Al-Obaid in sod., 2006; Patel in sod., 2013). 
V Aziji je vrsta E. dermatitidis pogost povzročitelj kronične diseminacije in nevrotropnih 
(možganskih) okužb z visoko smrtnostjo (Horré in sod., 1999). Klinična slika 
nevrotropnih okužb se pogosto pojavlja pri mladih, sicer zdravih ljudeh (Chang in sod., 
2000; Chang in sod., 2009). Na splošno lahko zaključimo, da so okužbe, ki jih povzročajo 
črne kvasovke po vsem svetu podcenjene, zato je precej težje ovrednotiti klinični pomen 
posameznih vrst (Zeng in sod., 2007; Byrne in sod., 2017). 
 
2.1.2 Melanin kot pomemben virulentni dejavnik 
Filogenetske analize črnih kvasovk in sorodnih gliv so pokazale, da so vsi sevi rodu 
Exophiala monofiletski, tesno sorodni in znani kot patogeni človeka (Haase in sod., 
1999). Njihova patogenost je odvisna od virulentnih dejavnikov. Eden glavnih dejavnikov 
je melanin, ki prispeva tudi k preživelosti vrste. Pigmenti, kot so melanin in karotenoidi, 
se nahajajo v celični steni in na zunanji strani celične stene temno pigmentiranih gliv. 
Imajo pomembno vlogo pri patogenezi rastlin in živali. Medtem ko melanin deluje kot 
nevtralizator škodljivih oksidantov, ki jih sintetizira gostitelj in ga povezujemo z 
virulenco, imajo karotenoidi bolj vlogo zaščite občutljivih molekul ali organelov celice 
(na primer pred obsevanjem z UV), (Schnitzler in sod., 1999). Dve najpomembnejši vrsti 
melanina sta DHN-melanin in DOPA-melanin. E. dermatitidis in večina drugih za živali 
in človeka patogenih temno pigmentiranih gliv melanin proizvaja endogeno iz acetata. 
Sinteza poteka po pentaketidni poti s polimerizacijo endogenega 1,8-dihidroksidnaftalena 
(DHN) kot zadnjim korakom sinteze. Nastali produkt je DHN-melanin. Druga pot sinteze 
melanina, ki je s stališča medicinsko pomembnih gliv prav tako ne gre zanemariti, poteka 
preko prekurzorja L-3,4-dihidroksifenilalanina (L-DOPA). Pri sintezi nastane DOPA-
melanin, ki ga sintetizira npr. bazidiomicetna vrsta Cryptococcus neoformans (Taylor in 
sod., 1987, Langfelder in sod., 2003).  
 
Schnitzler in sod. (1999) so pokazali vpliv melanina pri okužbi s kvasovko E. 
dermatitidis. Melanin v primeru vstopa glive v fagolizosom nevtrofilcev prepreči celično 
smrt zaradi oksidativnega stresa. Pri tem ne vpliva na fagocitozo ali indukcijo 
oksidativnega stresa (Schnitzler in sod., 1999). S poznavanjem izvora melanina v celicah 
gliv lahko z dodajanjem določenih molekul v gojišče z glivno kulturo reguliramo oz. 
inhibiramo sintezo. To nam omogoča preučevanje vpliva melanina na morfologijo, 
fiziologijo in patogenezo posameznih vrst (Kogej in sod., 2007; Kejžar in sod., 2013; Liu 
in sod., 2014). 
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2.2 HLAPNI AROMATSKI OGLJIKOVODIKI 
2.2.1 Patogeneza povezana s hlapnimi aromatskimi ogljikovodiki  
Za mnoge črne kvasovke, predvsem pa za tiste, ki jih uvrščamo v družino 
Herpotrichiellaceae, je značilna sposobnost razgradnje hlapnih aromatskih 
ogljikovodikov, zato jih lahko najdemo v okoljih, onesnaženih z aromati. Hlapni 
aromatski ogljikovodiki so komponente bencina in letalskih goriv; v industrijskih 
procesih jih pogosto uporabljajo kot topilo in so osnovni reagent pri produkciji številnih 
kemikalij (Maliyekkal in sod., 2004). Izvirajo iz biogenih in geoloških procesov, zato so 
v okolju široko razširjeni. Njihova kemijska zgradba je zelo raznolika, od krajših alkenov 
in monoaromatskih ogljikovodikov do kompleksnih policikličnih oblik. Monoaromatski 
ogljikovodiki so v naravi bolj mobilni zaradi visoke hlapnosti in topnosti v vodi. 
Monoaromate, ki so večinoma povezani z rafinerijami in z njimi povezanimi ekološkimi 
nesrečami, običajno imenujemo BTEX (benzen, toluen, etilbenzen, ksilen), (Swoboda-
Colberg, 1995). V okolje se lahko sproščajo med samo produkcijo, transportom, uporabo 
in odstranjevanjem ali pa z naključnim razlitjem iz rezervoarja (Maliyekkal in sod., 2004). 
Tudi detergenti, ki jih uporabljamo za osebno nego ali v gospodinjstvu, so sestavljeni iz 
kompleksnih mešanic kemikalij z visoko vsebnostjo različnih ogljikovodikov. Aromatske 
spojine so dodane kot dišave, konzervansi in/ali surfaktanti (Magnano in sod., 2009; 
White in sod., 2011).  
 
Črne kvasovke so znane po pojavnosti v okoljih, ki jih naseljuje človek. Njihova naravna 
niša je zelo razširjena, zato jih glede na znano ekologijo s težavo klasificiramo (Zhao in 
sod., 2010). Vrste črnih kvasovk so oligotrofne in prisotne v habitatih z manjšo mikrobno 
kompeticijo (Lian in sod., 2010). Kombinacija oligotrofije in aromatskih spojin v okoljih 
z detergenti omogoča bogatejšo rast gliv v vlažnih okoljih, onesnaženih z milom (Hamada 
in sod., 2009).  
 
Glive so pri razgradnji aromatskih ogljikovodikov učinkovitejše od bakterij, saj se lahko 
prilagajajo na nizek pH in nizko vodno aktivnost (Prenafeta-Boldú in sod., 2001). 
Sposobnost presnove fenolnih spojin in aromatskih ogljikovodikov uvrščamo med možne 
virulentne dejavknike gliv, ki povzročajo okužbe možganov. V centralnem živčevju 
človeka je več monoaromatskih kateholaminskih nevrotransmiterjev (dopamin) in 
alifatskih amino alkoholov, ki predstavljajo najpomembnejšo povezavo teh dveh 
ekoloških lastnostih. Kateholaminski nevrotransmiterji akumulirajo in polimerizirajo v 
značilno obliko temno obarvanega nevro-melanina (substantia nigra) (Zecca in sod., 
2003; Lian in sod., 2010).  
 
Zhao in sod. (2010) so izvedli selektivno osamitev in preverili rast gliv redu 
Chaetothyriales iz družine Herpotrichiellaceae v atmosferi, bogati s hlapnimi 
aromatskimi ogljikovodiki, kot je na primer toluen. Zaradi ekologije in manjše 
 
 
 
 
Lavrin T. Vpliv izbranih potencialno nevrotropnih gliv na humane nevroblaste. 
 Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
9 
 
kompetitivne sposobnosti gliv družine Herpotrichiellaceae so osamitve sevov iz 
okoljskih vzorcev redke. Večinoma jih izolirajo le ob prisotnosti hlapnih aromatskih 
ogljikovodikov. Ti se nahajajo vsepovsod v naravi v zelo nizkih koncentracijah in so jih 
sprva povezovali z onesnaženostjo okolja. Vendar toluen lahko biološko nastaja v 
različnih naravnih okoljih, tudi v zrelih jagodah. Isola in sod. (2013) so z metodo DCPIP, 
modificirano za črne kvasovke, preverili presnovo ksenobiotikov za več sevov gliv, 
povezanih z bioremediacijo. Med testiranimi je bila pozitivna za razgradnjo toluena 
večina vrst rodu Exophiala. Nekaj vrst je bilo tudi negativnih, kar je posledica 
pomanjkanja specifičnih encimov, ki se večkrat pojavi pri kvasovkah iz okolij, 
onesnaženih z milom, kot pri tistih iz okolij, bogatih z bencinom (Isola in sod., 2013).  
 
2.2.2 Ekstremofilija in virulenca 
Glive z znano evolucijsko nišo, ki vključuje selektivne pritiske, ki delujejo na virulenco, 
nalezljivost in komenzalne agense pri boleznih živali in ljudi, imajo pomemben virulentni 
potencial. Take glive se lahko evolucijsko razvijajo sočasno s sesalskimi gostitelji (de 
Hoog in sod., 2000a). Večina okoljskih gliv pa le naključno povzroča bolezni pri sesalcih. 
V tem primeru so lahko dejavniki, ki pogojujejo virulenco ali invazivno sposobnost že 
obstoječe naravne lastnosti. Glavni dejavnik je sposobnost rasti pri telesni temperaturi 
človeka. Naključni nabor posameznih dejavnikov nekaterim glivam omogoča, da se 
prebijejo v vrh povzročiteljev bolezni pri imunsko oslabljenih osebah. Navadno izvor in 
mehanizem patogenosti nista znana.  
 
Najbolj preučena skupina gliv na tem področju so vrste iz družine Herpotrichiellaceae 
(Sterflinger in sod., 1999). K patogenemu potencialu pri teh črnih kvasovkah prispevajo: 
(i) toleranca na visoke temperature, (ii) sposobnost razgradnje aromatskih 
ogljikovodikov, (iii) pigmenti, ki jih tvorijo v celičnih stenah, s poudarkom na melaninu 
in (iv) sposobnost preoblikovanja v meristematske oblike rasti. Kombinacija vseh teh 
dejavnikov omogoča glivam prilagajanje stresnim okoljem, ki so lahko vroča, suha, 
mrzla, z nizko vsebnostjo mikronutrientov in rastnih dejavnikov ter visokim ali nizkim 
pH. Kombinacija več teh prilagoditev glive uvršča med poliekstremofile in oportunistične 
patogene. Toleranca na temperaturo je kritična za patogenezo, vendar jo je mogoče 
naključno, evolucijsko pridobiti s prilagoditvijo na topla okolja (Sterflinger in sod, 1999; 
Langfelder in sod., 2003). Patogene vrste gliv najverjetneje posedujejo tudi druge, še 
neodkrite lastnosti, ki naključno delujejo kot virulentni dejavniki (Prenafeta-Boldú in 
sod., 2006). Eden od njih, v zadnjem času opisan v več študijah, je sposobnost presnove 
aromatskih ogljikovodikov. Nekateri mikroorganizmi, sposobni razgradnje alkilbenzena, 
so relativno šibko oportuno patogeni za imunsko oslabele osebe, kar ne velja za črne 
kvasovke družine Herpotrichiellaceae. Te so pogosto povzročiteljice raznovrstnih okužb. 
Vzorci glivne ekologije in fiziologije kažejo na jasno povezavo med presnovo umetnih 
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ali rastlinsko pridobljenih fenolov in ogljikovodikov ter tendenco za nevrotropne okužbe 
človeka (Zecca in sod., 2003). 
 
2.2.3 Hlapni aromatski ogljikovodiki prisotni na mravljah in v gnezdu mravelj 
Ogljikovodiki, ki se nahajajo na kutikulah insektov, delujejo kot zaščita proti izsuševanju 
(Gibbs, 1998). Pri socialnih žuželkah, kot so mravlje, imajo vlogo tudi pri vonju, ki je 
glede na profil spojin pri različnih gnezdih drugačen. Znano je, da vonj kolonij vpliva na 
obnašanje mravelj. Ta se spreminja, če je mravlja delavka v interakciji z delavci iz tujega 
gnezda (Akino in sod., 2005). Pri najpogostejši vrtni mravlji v zmernem klimatskem pasu 
Lasius niger (Klotz in sod., 2008) ostaja njihovo ozemlje, ki je kemično označeno, skozi 
leta stabilno. Ozemlje je označeno s specifičnim odtisom profila ogljikovodikov, ki ga 
na/v gnezdo pasivno prenesejo mravlje. Na različnih delih in razdalji od središča gnezda 
se delež teh spojin manjša, kar mravlje informira o njihovi oddaljenosti od domačega 
območja (Devigne in sod., 2006). Profil ogljikovodikov na kutikulah mravelj je sestavljen 
iz linearnih alkanov in alkenov, več mono-, di- in trimetil alkanov, s poudarkom na 
monometil in dimetil alkanih. Deleži prevladujočih ogljikovodikov pri vrsti L. niger v 
različnih gnezdih variirajo tudi glede na geografsko območje. Kljub temu pa je profil 
ogljikovodikov na kutikulah mravelj L. niger po Evropi dokaj stabilen (Akino in sod., 
2005; Lenoir in sod., 2009). Tako kot kutikule so z ogljikovodiki pri večini žuželk 
označene stene in tuneli gnezda, spojine pa so detektirali tudi v fecesu. Pri mravljah je 
profil ogljikovodikov iz gnezda v primerjavi s tistim na delavcih dokaj podoben. Substrat 
(rastline), ki ga mravlje uporabljajo, vsebuje več alkanov kot kutikula. Več alkanov je 
prisotnih tudi na nogah delavcev, ki so v kontaktu s substratom. Večja vsebnost alkanov 
je posledica različnih točk izhlapevanja razvejanih in nerazvejanih ogljikovodikov 
(Gibbs, 1998; Devigne in sod., 2006). Označevanje okolja je v večini primerov specifično 
za posamezno kolonijo. Vloga profila teh spojin je pomembna pri prepoznavanju gnezda, 
ko se delavci vračajo s krmnih območij (Grasso in sod., 2005; Lenoir in sod., 2009; Martin 
in sod., 2009). 
 
2.2.3.1 Glive, ki poseljujejo mravlje 
Mravlje, ki jih poseljujejo glive, živijo v obveznem mutualizmu z nekaterimi 
bazidiomicetnimi glivami (družina Lepiotaceae, rod Leucoagaricus), (Mueller in sod., 
2008). Simbiotski odnos omogoča glivi, da hidrolizira rastlinski material, ki ji ga mravlja 
ponudi kot substrat. Tako pridobi ustrezno energijo za lastno rast, koloniji mravelj pa 
zagotavlja hranila (Weber, 1972). Glive se prenašajo v nove kolonije mravelj s krilatimi 
samicami, ki prenesejo pelet glive v novo kolonijo med paritvenim letom (Mueller, 2002). 
Na mravljinčjih gnezdih so našli tudi druge vrste gliv. Raznolike mikrobne skupine so 
odkrili tudi na njihovih odlagališčih in eksoskeletih mravelj. Nedavne raziskave so 
pokazale, da kutikulo mravelj lahko poseljujejo različne vrste ekstremotolerantnih gliv, 
vključno z vrstami rodu Cladophialophora in Exophiala ter pred kratkim še rodu 
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Bradymyces. Vrste črnih kvasovk redu Chaetothyriales so opazili tudi v tunelih, ki jih v 
gnezdu gradijo mravlje (Rodrigues in sod., 2011; Attili-Angelis in sod., 2014; Réblova in 
sod., 2016).  
 
Ekološka povezava mravelj in gliv se sklada s posebnimi ekstremofilnimi lastnostmi gliv. 
Te zaradi svojega oportuno patogenega potenciala, prilagodljivosti na ekstremna okolja 
ter sposobnosti uporabe toksičnih ogljikovodikov kot vira ogljika, lahko poseljujejo širok 
spekter okolij (de Hoog in sod., 2000a; Zhao in sod., 2010). S selektivnimi tehnikami 
osamitve so dokazali, da so te glive bolj pogoste v okolju, kot je bilo znano doslej. Little 
in Currie (2007) sta prvič opisala nekatere vrste gliv (E. dermatitidis, E. spinifera, 
Ochroconis sp., Penidiella sp., Phaeococcomyces sp., Phialophora sp.), osamljene iz 
kutikule mravelj Atti capiguara in A. laevigata. Attili-Angelis in sod. (2014) so iz mravelj 
osamili in opisali novi vrsti, Phialophora attae in P. capiguare.  
 
Vstop gliv v gnezdo mravelj lahko olajšajo različni mikroorganizmi na rastlinskem 
materialu, ki ga mravlje prenašajo v gnezdo. Kljub temu nekateri mehanizmi vstopa in 
sposobnosti preživetja v takšnem okolju niso podrobno preučeni (Rodrigues in sod., 
2011). V literaturi je v več študijah opisana afiniteta melaniziranih gliv s hlapnimi 
aromatskimi ogljikovodiki, ki so prisotni na kutikulah mravelj in lahko omogočijo 
kolonizacijo s črnimi kvasovkami (Prenafeta-Boldú in sod, 2006; Zhao in sod., 2010).  
 
Korelacija okoljskih sevov črnih kvasovk s kliničnimi primeri črnih kvasovk še ni bila 
dokazana. Mravlje se (podobno kot črne kvasovke) dobro prilagajajo na urbana okolja. 
Kompleksna povezava mravlje–glive pa je še vedno neraziskana (Duarte in sod., 2014). 
Povezava, ki bi vključevala človeka kot gostitelja, pa je povsem neraziskana. 
 
2.3 VSTOP IN PRENOS GLIVE V HUMANE GOSTITELJSKE CELICE 
Človeški mikrobiom sestavlja raznolika mikrobiota bakterij in gliv. Slednje po podatkih 
predstavljajo le 0,1–1,0 % mikrobioma, imenovanega tudi mikobiom. Mikobiom zajema 
vse do sedaj znane in detektirane vrste gliv v človeku, od tega več kot 390 vrst 
identificiranih na anatomsko različnih lokacijah v/po telesu: na koži, mukusu v dihalnem 
traktu, ustni votlini in mukusu v prebavnem traktu. Različne dele telesa kolonizirajo 
različne glive, ki preferirajo različno kemijsko okolje, skladno s pH toleranco. Mikobiom 
se razlikuje od posameznika do posameznika, spremeni se lahko glede na starost, 
življenjski stil in imunsko stanje. Preučevanje in identifikacija komenzalov na različnih 
anatomskih lokacijah sta pomembni za razumevanje navzkrižnih povezav med vrstami in 
imunskim sistemom. Kljub raznoliki mikobioti na in v človeškem telesu večina vrst ne 
okužuje notranjih tkiv, krvi ali živčevja pri zdravem posamezniku zaradi obrambe 
imunskega sistema (Huffnagle in sod., 2013; Rizzetto in sod., 2014). 
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Za glive je značilno, da lahko rastejo v več pojavnih oblikah: (i) psevdo-micelijske/kvasne 
(Candida, Coccidioides, Cryptococcus, Histoplasma, Paracoccidioides, Sporotrichum), 
(ii) s septiranim micelijem (Aspergillus, Cephalosporium, Cladosporium, 
Diplorhinotrichum, Penicillium) in (iii) ne-septiranim micelijem (Absidia, Basidiobolus, 
Cunninghamella, Mucor, Rhizopus), (Lockhart, 2009; Sharma, 2010). V telo zdravega 
človeka vstopajo po več različnih poteh in povzročajo okužbe, ki so lahko omejene na 
kožo oz. podkožje, prizadenejo posamezne organe ali pa se kot globoke, sistemske 
mikoze razširijo po telesu. Do okužbe pride: (i) preko travmatskih poškodb (nesreče, 
operacije, posegi), (ii) enterično preko gastrointestinalne poti ali (iii) preko dihalnih poti 
z vdihavanjem spor ali micelija (de Hoog in sod., 2000a).  
Ena najbolj svojevrstnih poti vstopa glive v telo se lahko primeri pri, v literaturi večkrat 
omenjenih, nesrečah z utapljanjem. Znani so primeri okužb z glivami rodu Asperillus in 
vrsto Pseudallescheria boydii (z anamorfno obliko Scedosporium apiospermum), katerih 
spore lahko vdihnemo/zaužijemo skupaj z onesnaženo vodo v primeru prometnih in 
naravnih nesreč ali katerih drugih nesreč s skorajšnjo utopitvijo. V tem primeru pride 
večinoma do izvora mikoze v pljučih. Znani so opisi pljučne aspergiloze in ventilacijske 
pljučnice. Te okužbe se lahko razširijo tudi naprej po telesu do centralnega živčevja in se 
v glavnem končajo s smrtnim izidom. Take okužbe z glivami bi lahko bile ena izmed 
možnosti prenosa in progresije možganskih mikoz (Mursch in sod., 2006; Yamawaki in 
sod., 2016; Wang in sod., 2016; Chen in sod., 2016). Verjetnost okužbe je povečana pri 
imunsko oslabelih osebah (de Hoog in sod., 2000a). Nekatere ključne elemente 
mehanizmov prehoda glive v gostitelja (pri glivah C. albicans, A. fumigatus) so 
pojasnjene v več študijah, medtem ko so mehanizmi okužb z drugimi medicinsko 
pomembnimi patogenimi glivami, predvsem melaniziranimi črnimi kvasovkami, zelo 
slabo preučeni (Sheppard in sod., 2015). Še najmanj je znanega o prehodu gliv v centralni 
živčni sistem oz. možgane. 
 
Patogene glive so med razvojem bolezni v interakciji z različnimi gostiteljskimi celicami. 
Pri prehajanju v tkiva in iniciaciji invazivne bolezni se morajo glive med vdorom v 
gostitelja izogibati fagocitnim (epitelnim in endotelnim) celicam (Filler in sod., 2006). Po 
vstopu v telo lahko glive naselijo obnosno votlino, pljuča, želodec in črevo, lahko se tudi 
razširjajo po telesu preko limfnega sistema ali krvnega obtoka (de Hoog in sod., 2000a).  
 
Znanih je nekaj možnih poti invazije glive v gostiteljske celice, ki ne fagocitirajo. V 
zadnjem desetletju so pojasnili tudi molekularne mehanizme vdora nekaterih gliv. 
Invazija v gostiteljsko celico je dvostopenjski proces, ki vključuje: (i) adherenco glive na 
gostiteljsko celico ter (ii) vdor glive v celico (Sheppard in sod., 2015). Pri glivah je 
predvsem pomembna sposobnost reverzibilnega preoblikovanja med kvasno in 
filamentozno obliko, kar predstavlja ključni virulentni dejavnik. Take glive v čistih 
kulturah rastejo navadno kot ostale glive, pod določenimi pogoji pa lahko močno 
melanizirajo, izodiametrično širijo meristematske celice in se delijo s cepitvijo. Na ta 
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način deljene celice se imenujejo sklerotska telesa, ki se tvorijo v okuženih tkivih človeka 
ter tudi v naravnih, bolj ekstremnih okoljih (Sterflinger in sod., 1999; Filler in sod., 2006).  
 
Ray in sod. (1988) so pri ultrastrukturnem pregledu vzorcev ljudi in eksperimentalnih 
živali pokazali, da je invazivna oblika glive Candida albicans filamenztozna, kar 
dokazuje prisotnost hif znotraj epitelnih celic. Invazivne so lahko tudi kvasne celice, 
vendar pri vdoru v gostitelja niso tako učinkovite. Gliva C. albicans prehaja v gostiteljsko 
endotelijsko celico na dva načina: (i) z izločanjem encima, ki lizira površino epitelne 
gostiteljske celice, ali (ii) z inducirano endocitozo epitelnih celic. V tem primeru gliva 
sproži tvorbo psevdopodijev na epitelni celici, ki »oblijejo« glivo in jo potegnejo v 
notranjost gostiteljske celice (Ray in sod., 1988; Park in sod., 2005). C. albicans prehaja 
tudi endotelno v krvni obtok, in sicer s translokacijo preko sluznice gastrointestinalnega 
trakta ali preko znotrajžilnega katetra. Do tarčnih organov lahko pride preko krvnega 
obtoka po krvnih žilah, obloženih z endotelnimi celicami. Prenos glive lahko poteka: (i) 
s fagocitozo v levkocitih, ki se do tkiv prenašajo prek kapilarnih sten, (ii) s prehajanjem 
glive med endotelnimi celicami in (iii) z endocitozo endotelnih celic. Nekatere druge vrste 
rodu Candida, ki povzročajo sistemske mikoze, ne tvorijo hif (C. glabrata). Pri teh vrstah 
so mehanizmi neposrednega prehoda kvasovk v gostiteljsko celico manj raziskani (Nadir 
in sod., 2005; Filler in sod., 2006; Sheppard in sod., 2015). Mehanizme vdora 
filamentozne glive Aspergillus fumigatus so opisali Paris in sod. (1997). Invazijo glive 
izzove vdihavanje konidijev, ki zaradi svoje majhnosti prehajajo v alveole. Konidiji in 
hife inducirajo endocitozo gostiteljske celice pnevmocita tipa II ali trahealne epitelne 
celice, ki jih s psevdopodiji zajamejo in potegnejo v celico. Znotraj celice pnevmocita 
konidiji brstijo in zakisajo notranjost pnevmocita, kar jim omogoča na videz nezaznavno 
okužbo. Sposobnost sporulacije znotraj gostiteljske celice močno prispeva k virulenci 
organizma (Paris in sod., 1997; Wasylnka in sod., 2003; Filler in sod., 2006; Sheppard in 
sod., 2015). Glivni patogen Cryptococcus neoformans v možganih ljudi povzroča 
meningoencefalitis, ki vsako leto terja več sto smrtnih primerov in na tisoče obolelih. Ena 
od najverjetnejših poti, po kateri vstopi v možgane, je mehanizem »trojanskega konja«. 
Gliva v tem primeru prečka krvno-možgansko pregrado kot potnik znotraj fagocita 
gostitelja, s čimer zavaruje centralno živčevje pred kemičnim propadom. Prenos poteka 
paracelularno ali transcelularno. Znanih je več posrednih eksperimentalnih dokazov 
(Tseng in sod., 2015; Sorell in sod., 2016), medtem ko so Santiago-Tirado in sod. (2017) 
prenos prikazali tudi neposredno vizualno.  
 
Čeprav so poznane vse zgoraj opisane poti prenosa, pa podrobni mehanizmi in njihovi 
relativni prispevek k okužbi možganov še vedno niso znani (Santiago-Tirado in sod., 
2017). 
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2.3.1 Vstop glivnih metabolitov in makromolekul v gostitelja ter vpliv glivnih 
zunajceličnih veziklov 
Zunajcelični vezikli (angl. extracellular vesicles, v nadaljevanju EV) so membranske 
komponente, sproščene iz živih celic. Pomembno vlogo imajo pri prehrani, 
fiziopatogenezi in medcelični komunikaciji. Danes so EV znani kot ključni mediatorji 
imunopatogeneze pri bakterijah, glivah in protozojih (Deatherage in sod., 2012). Vezikli 
so velikosti 30–1000 nm in sestavljeni iz lipidnega dvosloja. Dimenzijo in sestavo EV 
določa njihov izvor, glede na katerega vezikle delimo na: (i) zunajcelične vezikle ali 
eksosome, (ii) mikrovezikle ali ektosome in (iii) apoptotska telesa. Zunajcelični vezikli, 
ki nastajajo po endocitotski poti, so najmanjši, velikosti približno od 30 do 100 nm. 
Mikrovezikli se sproščajo iz celic z odcepljanjem iz membrane in so velikosti od 100 do 
1000 nm. Apoptotska telesa pa se iz plazemske membrane izločajo med programirano 
celično smrtjo in so ponavadi največjih dimenzij, tj. od 800 do 1000 nm (Yanez-Mo in 
sod., 2015; Scorey in sod., 2015). Kljub vse več študijam še vedno ni popolnoma jasno, 
kako se EV sproščajo iz mikroorganizmov s celično steno, med katere spadajo Gram-
pozitivne bakterije, mikobakterije in glive (Brown in sod., 2015). Vezikli lahko vsebujajo 
encime, nukleinske kisline, polisaharide, pigmente, lipoproteine in toksine ter so 
specifični za posamezen organizem (Mathivanan in sod., 2010; Vargas in sod., 2015).  
 
2.3.1.1 Glivni zunajcelični vezikli 
Glivni zunajcelični vezikli morajo prečkati celično steno, da se izločijo iz celic. Izvor 
veziklov ostaja neznan, kljub temu pa v literaturi omenjajo možne mehanizme nastanka. 
Rodrugues in sod. (2013) so pokazali, da bi EV lahko izvirali iz citoplazme, medtem ko 
druge študije navajajo da bi pri njihovem nastanku lahko sodelovala brsteča membrana 
(Rodrugues in sod., 2013; Wolf in sod., 2014). Mehanizmi sproščanja skozi kompleksno 
omrežje molekul glivne celične stene še vedno ostajajo nepoznani (Wolf in sod., 2014). 
Proteomske analize več gliv so pokazale prisotnost encimov za razgradnjo celične stene. 
Molekule povezane z EV so potencialno prisotne v vezikularnih membranah in 
izpostavljene navzven. To bi omogočilo hidrolizo strukturnih komponent celične stene in 
posledično sproščanje veziklov iz celice. Z EV se v zunajcelični prostor prenesejo 
komponente, povezane z virulenco, kar kaže na njihov pomen pri patogenezi gliv, kot 
tudi pri zaščiti pred glivnimi okužbami. Vsebina glivnih veziklov je bila opisana pri 
različnih glivnih vrstah in zajema več virulentnih dejavnikov. Prisotna je kompleksna 
sestava proteinov, ki sodelujejo pri metabolizmu sladkorja, sestavi celične stene, 
celičnem signaliziranju, presnovi lipidov, celični delitvi in rasti ter virulenci. Vključuje 
lipide (glikolipide, sterole, fosfolipide), polisaharide (glukuronoksilomanan, α-galaktizil 
epitope, manozne in N-acetilglukozaminske ostanke), encime (lipaze, proteaze, fosfataze, 
ureaze, lakaze) in nukleinske kisline (različne vrste molekul RNA), (Oliveira in sod., 
2010, 2010a; Vargas in sod., 2015). Zunajcelični vezikli prenašajo majhne molekule 
RNA (sRNA), ki so pred razgradnjo z endogenimi RNAzami zaščitene z membrano EV. 
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V veziklih so prisotne tudi molekule tRNA (prenašalna RNA), mRNA (informacijska 
RNA) in ncRNA (nekodirajoča RNA). Funkcija je še dokaj neznana, molekule bi lahko 
sodelovale pri medcelični komunikaciji, vključno z gostiteljsko celico in tako prispevale 
k virulenci (Peres da Silva in sod., 2015). V študiji na protozoju Trypanosoma cruzi so 
Garcia-Silva in sod. (2014) pokazali, da molekule tRNA inducirajo spremembe v 
gostiteljske celici, ki je zato bolj dovzetna za okužbo.  
 
2.3.1.1.1 Vpliv melanina na celice SH-SY5Y v povezavi z zunajceličnimi vezikli 
Z vezikli se iz celice prenašajo tudi glivni pigmenti. Zrna melanina so po velikosti 
podobna velikostim veziklov (Rodrigues in sod., 2008; Eisenman in sod., 2009). 
Prisotnost melanina lahko dokažemo tudi z »melaninskimi duhci«, ki jih je mogoče 
zaznati z barvanjem z lipofilnimi barvili. Te strukture zavzamejo obliko predhodnega 
vezikla in jih v tem primeru opazimo v povezavi s prisotnimi lipidi. Eisenman in sod. 
(2009) so pri osamitvi čistih EV iz glive C. neoformans opazili elektronsko gosta in in 
temna zrna. Ugotovili so, da so vezikli sposobni katalizirati sintezo melanina v prisotnosti 
L-3,4-dihidroksifenil alanina (L-DOPA). Iz tega so sklepali, da je sinteza melanina 
vezana na vezikle, s pomočjo katerih se prenese do celične stene (Eisenman in sod., 
2009). Sintezo melanina lahko uravnavamo tudi z drugimi mediatorji, kot so triciklazol, 
2,3-dihidrobenzofuran in kojična kislina (Kogej in sod., 2007; Kejžar in sod., 2013; Liu 
in sod., 2014).  
 
2.3.1.1.2 Prenos zunajceličnih veziklov v možgane 
Periferna okužba z vnetnim odzivom lahko sproži signalizacijo iz hematopoetskega 
sistema v različne organe, tudi v možgane. Do nedavnega je veljalo, da krvno-možganska 
povezava omogoči sproščanje imunskih celic z določenimi dejavniki, ki se vežejo na 
tarčne nevronske in nenevronske celice v možganih in izzovejo učinek. Ridder in sod. 
(2014) so v raziskavi preverjali prenos fluorescenčno označene rekombinaze miRNA 
skupaj z zunajceličnimi vezikli, nastalimi iz hematopoetskih celic v nevrone. Dokazali 
so, da vezikli lahko prenašajo funkcionalne molekule RNA neposredno iz krvnih celic v 
nevrone. Ta vrsta signalizacije je pri zdravih osebah zelo omejena, v primeru vnetnih 
poškodb pa se pogostost prenosa in obseg ciljnih populacij nevronov v možganih 
povečajo (Ridder in sod., 2014). Periferne infekcije in vnetja so lahko povezani s 
kliničnim potekom pri rakavih obolenjih, nevrogdegenerativnih boleznih in vedenjskih 
kognitivnih motnjah v povezavi s perifernimi okužbami (Dantzer in sod., 2008; 
Grivennikov in sod., 2010; Glass in sod., 2010). 
 
2.4 GLIVE KOT POVZROČITELJICE OKUŽB MOŽGANOV 
Glivne okužbe centralnega živčnega sistema težko diagnosticiramo in zdravimo zaradi 
njihove spremenljive klinične manifestacije (Hamill, 2009). Večina gliv redko kolonizira 
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zdrave posameznike. V zadnjem času pa je opisanih vse več oportunističnih mikoz 
centralnega živčnega sistema, predvsem pri imunsko oslabelih osebah. V to kategorijo 
uvrščamo bolnike s sepso, umetnimi pljuči, onkološkimi terapijami, presaditvijo organov, 
preobsežno uporabo antibiotikov, bolnike z virusom HIV in drugo (Sharma, 2010).  
 
Možgani so znani kot okolje brez mikroorganizmov. To omogoča relativno neprehodna 
krvno-možganska pregrada (angl. blood brain barrier, BBB), obdaja jo subarahnoidni 
prostor, ki ga ščiti pregrada iz mening. Strukturi sta močno ožiljeni in učinkovito ščitita 
pred okužbami. Imunski nadzor pri zdravem človeku omogoča prehod večini aktiviranih 
limfocitov T skozi BBB, pri imunsko oslabljenih osebah pa je prehod omogočen tudi 
oportunistom in/ali patogenim mikroorganizmom (Sharma, 2010).  
 
Ponavadi okužbo možganov izzovejo aerosolizirane glive, ki smo jih v telo vnesli z 
vdihavanjem. Prenesemo jih v pljuča in/ali paranazalne sinuse, kjer se rast zameji ali pa 
razširi v druge organe. Glive se večinoma prenašajo hematogeno (preko krvi) predvsem 
iz pljuč, pa tudi iz črevesja ali protetičnih srčnih zaklopk; tovrstne glive se lahko prenesejo 
tudi do centralnega živčnega sistema. Neposreden prenos v centralno živčevje lahko 
poteka preko paranazalnih sinusov, orbit očesa, predela senčnice ali dela vratnih vretenc. 
Vnos glive v možgane je lahko tudi posledica travme glave, postopka intenzivne nege ali 
posegov znotraj lobanje (Sharma, 2010).  
 
2.4.1 Okužbe možganov in povezava z Alzheimerjevo boleznijo 
Alzheimerjeva bolezen je najpogostejša nevrodegenerativna bolezen na svetu ter glavni 
vzrok demence z visokim številom prizadetih posameznikov. Do leta 2050 napovedujejo, 
da bo to število presegalo 115 milijonov obolelih. Klinični znaki bolezni vključujejo 
postopne kognitivne in vedenjske spremembe ter izgubo spomina (Prince in sod., 2013). 
Bolezen se pojavi kot rezultat celične smrti nevronov in izgube sinaps. Uvrščamo jo med 
multifaktorske bolezni, saj se lahko pojavi tako pod vplivi genetskih, kot tudi okoljskih 
dejavnikov. Družinska oblika je manj pogosta, zajema pa mutacije v več genih. Največji 
dejavnik tveganja za razvoj Alzheimerjeve bolezni je staranje. Pomembni so tudi drugi 
molekularni mehanizmi, vključno z oksidativnim stresom, nenormalnim vstopom v 
celični cikel, vnetjem, presnovo peptida amiloid-beta (Aß) in hiperfosforilacijo proteina 
tau. Slednja sta znana kot proteina, ključna za patologijo bolezni (Dong in sod., 2012).  
 
V literaturi se v zadnjem času sistemske mikoze pojavljajo kot povzročitelj ali dejavnik 
tveganja za nastanek Alzheimerjeve bolezni. Danes je vse več dokazov o pojavu glivnih 
komponent pri »post mortem« pregledu možganskega tkiva ljudi, diagnosticiranih za 
Alzheimerjevo boleznijo. S proteomskimi analizami so dokazali glivne proteine, z 
verižno reakcijo s polimerazo (PCR) in sekvenciranjem pa prisotnost markerskih DNA-
zaporedij različnih gliv. Za razliko od obolelih v kontrolnih vzorcih možganov zdravih 
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ljudi glivnih komponent niso našli (Alonso in sod., 2014; Pisa in sod., 2015). Poleg tega 
so glivne makromolekule dokazali tudi v periferni krvi in cerebrospinalni tekočini 
bolnikov z Alzheimerjevo boleznijo (Alonso in sod., 2014a; Alonso in sod., 2015). Obstoj 
gliv v možganih so prikazali tudi z direktno vizualizacijo glivnih struktur v različnih 
sekcijah možganov obolelih, ki so jih označili s specifičnimi protitelesi proti različnim 
glivam. Glivne kvasne celice ali hife so detektirali tako znotraj, kot tudi zunaj nevronov. 
Kljub več dokazom mikoz, prisotnih v centralnem živčevju obolelih za Alzheimerjvo 
boleznijo, še vedno ostaja odprto vprašanje o njihovem etiološkem pojavu (Pisa in sod., 
2015, 2015a). Prisotnost mikoz pred nastankom Alzheimerjeve bolezni so posredno 
dokazali Watabe-Rudolph in sod. (2012), ki so v vzorcih krvi in cerebrospinalne tekočine 
obolelih dokazali povečano prisotnost hitinaz. Eden od vzrokov za razvoj Alzheimerjeve 
bolezni po okužbi z glivami je verjetno tudi imunski odziv na okužbo, pri katerem se 
tvorijo amiloidni plaki. Amiloidni plaki so zunajcelični depoziti, v večinskem deležu 
sestavljeni iz peptida amiloid-beta (Aß), in so ključni za nastanek Alzheimerjeve bolezni. 
Kumar in sod. (2016) so v primeru okužbe Caenorhabditis elegans z glivo vrste Candida 
albicans, neposredno povezane z mikozami v možganih in patologijo Alzheimerjeve 
bolezni, zasledili povečano izražanje peptida Aß pri C. elegans, ki deluje kot prva zaščita 
proti okužbi v možganih (Pisa in sod., 2015; Kumar in sod., 2016). 
 
S primerjavo več mikobiomov možganov, obolelih za Alzheimerjevo boleznijo, so odkrili 
raznoliko kombinacijo glivnih vrst, kar je pomembno za razumevanje patogeneze bolezni. 
Med posamezniki močno variirata tako evolucija bolezni, kot tudi resnost kliničnih 
znakov. V primeru da bolezen izzove glivna okužba, bi lahko mikobiom, prisoten v 
možganih, vplival na spremenljive nevrološke simptome in patologijo. Glivno DNA so 
detektirali tudi v dveh  kontrolnih vzorcih možganov zdravega posameznika, kar 
nakazuje, da je za razvoj bolezni potrebna določena stopnja okužbe (Alonso in sod., 
2017). Glivna okužba v možganih lahko pri določenih posameznikih napreduje zaradi 
izčrpanosti imunskega sistema ali kakšne druge pomanjkljivosti. Predvsem velja 
poudariti, da so v do sedaj vseh analiziranih vzorcih možganov, obolelih za 
Alzheimerjevo boleznijo, našli prisotne mešanice vrst gliv. Med glive, ki so jih detektirali 
v možganih obolelih spadajo vrste Saccharomyces cerevisiae, Malassezia globosa, M. 
restricta, rod Penicillium in Phoma. V različnih regijah možganov so našli tudi vrste 
Candida albicans, Trychoderma viridae, Cryptococcus magnus, C. curvatus, Botyris 
cinera, Alternaria alternata in Davidiella tassiana (Alonso in sod., 2014; Alonso in sod., 
2015; Alonso in sod., 2017). Možno je, da se kolonizacija gliv pojavi po začetni okužbi 
z eno vrsto na mestu vstopa, kar pospeši vstop ostalim. Morda nekatere glive lahko 
obidejo imunski odziv in s tem olajšajo vstop drugim (Romani, 2011; Alonso in sod., 
2017). 
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2.4.1.1 SH-SY5Y kot modelna celična linija za preučevanje Alzheimerjeve bolezni 
V nevroznanosti, vključno z raziskavami Alzheimerjeve bolezni, je do nedavnega 
primanjkovalo primernih in vitro modelov za preučevanje živčnega sistema človeka. 
Potreba je vodila v razvoj modela, sestavljenega iz trajnih celic z morfologijo in 
biokemijo zrelih nevronov človeka. Za pridobitev celic z diferenciacijo in funkcijo 
nevronov so raziskali kombinacije kultivacije celic SH-SY5Y, s katerimi bi ovrednotili 
učinke nevrodegeneracije (Agholme in sod., 2010).  
 
Celična linija humanih nevroblastov SH-SY5Y prvotno izhaja iz biopsije metastatsko 
nastalega tumorja kostnega mozga. SH-SY5Y je podlinija starševskih linij SH-SY, SH-
SY5 in SK-N-SH. Sublinija je trikrat klonirana, prvič jo je v bazo ATCC dodala June L. 
Biedler l. 1970 (Kovalevich in sod., 2013; ATCC, 2017). Značilni za celično linijo SH-
SY5Y so: (i) sposobnost rasti celic v adherentni obliki in suspenziji, (ii) dva različna 
morfološka fenotipa z nevroblastom in epitelnim podobnimi celicami ter (iii) 
diferenciacija do bolj zrelega fenotipa podobnega nevronom (Biedler in sod., 1978). 
 
Pri preučevanju nevrodegenerativnih pojavov, njihovih sprememb in posledic v študijah 
že leta uporabljajo celično linijo humanih nevroblastov SH-SY5Y. Parkinsonova bolezen 
je druga najpogostejša nevrodegenerativna bolezen za Alzheimerjevo boleznijo. Bolezen 
je posledica postopne izgube dopaminergičnih nevronov s kasnejšo izgubo dopamina v 
določenih predelih možganov (Dauer in sod., 2003). Celice SH-SY5Y so fiziološko 
primeren modelni sistem za in vitro raziskave zaradi različnih biokemijskih in 
funkcionalnih lastnosti normalnih človeških nevronov. Sposobne so produkcije encimov, 
nevrotransmiterjev acetilholina in norepinefrina ter različnih receptorjev za rastne 
dejavnike. So široko uporabne za oceno toksičnosti nevrotoksinov, kot so okoljski 
pesticidi in herbicidi. Te snovi povzročajo simptome Parkinsonove bolezni in vivo, njihov 
toksični učinek pa lahko omejimo z določenimi terapevtskimi sredstvi naravnega izvora 
(Tamilselvam in sod., 2013; Kavitha in sod., 2014). Znanih je več raziskav, v katerih so 
ovrednotili potencialne nevrotropne strategije določenih substanc s testiranjem 
citotoksičnosti oz. preživelosti celic SH-SY5Y (Hegarty in sod., 2016). Celice lahko 
izražajo tudi urejene oblike proteina tau. Celični model je zaradi omenjenih lastnostih 
uporaben na številnih področjih raziskav v nevroznanosti, zlasti na področju 
Alzheimerjeve bolezni (Agholme in sod., 2010). 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
V nadaljevanju navedeni material in metode so bili uporabljeni tekom našega 
eksperimentalnega dela. 
 
3.1 MATERIAL 
3.1.1 Reagenti 
Preglednica 1: Seznam v nalogi uporabljenih reagentov in njihovi proizvajalci. 
Reagent Proizvajalec 
(NH4)2SO4 (amonijev sulfat) Merck, Nemčija 
Aceton  Riedel de Haën, Nemčija 
Agar-agar Formedium, Velika Britanija 
Agaroza Sigma Aldrich, ZDA 
Anilinsko modrilo Sigma Aldrich, ZDA 
Betain Sigma Aldrich, ZDA 
Bromtimol modro Sigma Aldrich, ZDA 
Celit Merck, Nemčija 
CTAB Kemika, Hrvaška 
DG18 agar – za pripravo gojišča Biolife, Italija 
Dibutil ftalat  Sigma Aldrich, ZDA 
DMEM F-12 GlutaMAX Gibco, Thermo Fisher Scientific, ZDA 
DMSO Sigma Aldrich, ZDA 
dNTP Applied Biosystems, ZDA 
DRBC agar – za pripravo gojišča Biolife, Italija 
Etanol 96 % Chemo d.d, Slovenija 
FBS Gibco, Thermo Fisher Scientific, ZDA 
Formaldehid (37 % [w/v]) Merck, Nemčija 
Glicerol  Carlo Erba reagents, Francija 
Glukoza (D-glukoza) Kemika, Zagreb (Hrvaška) 
Glutaraldehid (50 % [v/v]) Sigma Aldrich, ZDA 
H2O2 (30 %) (vodikov peroksid) Merck, Nemčija 
HCl (klorovodikova kislina) Kemika, Zagreb 
KCl (kalijev klorid) Merck, Nemčija 
KH2PO4 (kalijev fosfat, monobazičen) Sigma Aldrich, ZDA 
Kloramfenikol Sigma Aldrich, ZDA 
Se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 1: Seznam v nalogi uporabljenih reagentov in njihovi proizvajalci. 
   
Reagent Proizvajalec 
Kloroform  Kemika, Zagreb 
Krompirjev škrob Sigma Aldrich, ZDA 
Ksilen cianol Sigma Aldrich, ZDA 
Kvasni ekstrakt Biolife, Italija 
Lestvica: »1 kbp DNA Ladder Plus« Fermentas, Life Sciencies, Litva 
Mineralno olje Sigma Aldrich, ZDA 
Na2HPO4 (dinatrijev fosfat) Merck, Nemčija 
NaCl (natrijev klorid) Sigma Aldrich, ZDA 
Na-EDTA Kemika, Hrvaška 
Nevtralno rdeče (angl. Neutral red)  Sigma Aldrich; ZDA 
OA – za pripravo gojišča  Difco, Becton Dickinson, ZDA 
Ocetna kislina Merck, Nemčija 
Oligonukleotidni začetniki – D1/D2-NL 1, D1/D2-NL 4 Microsynth, Švica 
Oligonukleotidni začetniki – ITS 4, ITS 5 Microsynth, Švica 
Orange G Sigma Aldrich, ZDA 
OsO4 (osmijev tetroksid) SPI-CHEM, ZDA 
PDA agar – za pripravo gojišča Biolife, Italija 
Penicilin/Streptomicin (Pen/Strep) Gibco, Thermo Scientific, ZDA 
Pepton Merck, Nemčija 
Poli-L-lizin (raztopina) Sigma Aldrich, ZDA 
Primarno kunčje protitelo anti-aktin Sigma-Aldrich, ZDA 
SABG agar – za pripravo gojišča Becton Dickinson, ZDA 
Sekundarno protikunčje protitelo IgG (H+L), Alexa 
Fluor® 488 konjugat 
Cell Signaling Technology, ZDA 
Sekundarno protikunčje protitelo IgG (H+L), Alexa 
Fluor® 647 konjugat 
Cell Signaling Technology, ZDA 
Silikagel Merck, Nemčija 
Sladni ekstrakt (angl. Malt Extract) Biolife, Italija 
Sybr safe Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, ZDA 
Taq polimeraza (5 U/µl) Fermentas, Life Sciencies, Litva 
Taq pufer Fermentas, ZDA 
Toluen  Merck, Nemčija 
Triciklazol Dow AgroSciences LLC, ZDA 
Tripansko modrilo 0,4 % Sigma Aldrich, ZDA 
Tripsin-EDTA Merck, Nemčija 
Se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 1: Seznam v nalogi uporabljenih reagentov in njihovi proizvajalci. 
 
Reagent Proizvajalec 
Tris  Sigma Aldrich, ZDA 
Triton X-100 Sigma Aldrich, Nemčija 
Tween 80 Sigma Aldrich, ZDA 
Voda Milli-Q Integrated DNA Technologies, ZDA 
YNB agar – baza za pripravo gojišča 
Difco, Becton Dickinson, ZDA 
BIO 101 Systems, ZDA 
 
3.1.2 Material za enkratno uporabo 
Preglednica 2: Seznam v nalogi uporabljenega materiala za enkratno uporabo. 
Material Proizvajalec 
Centrifugirke, 15 ml Deltalab, Španija 
Centrifugirke, 50 ml Carl Roth, Nemčija 
Filtri (premer por 0,22 μm) 
Merck Millipore, Nemčija 
Chromafil, Nemčija 
Filter papir (celulozni) Fisher Scientific, ZDA 
Gojilna posoda s površino 25 cm (T-25) Cellstar, Sigma Aldrich, ZDA 
Gojilna posoda s površino 75 cm (T-75) TPP, Švica 
Krioviale PP, 2 ml Greiner Bio One, ZDA 
Krovna stekla Brand, Nemčija 
Lepilni trak Scotch Scotch TM brand, ZDA 
Mikrocentrifugirke, 1,5 ml Eppendorf; Nemčija 
Mikrocentrifugirke, 2 ml Eppendorf; Nemčija 
Mikrocentrifugirke, 5 ml Eppendorf; Nemčija 
Mikrotitrska plošča (12-luknjična) Sarstedt, Nemčija 
Mikrotitrska plošča (24-/96-luknjična) TPP, Švica 
Mikrotitrske plošče 12-/24-luknjične Sarstedt, Nemčija 
Mikrotitrske plošče 96-luknjične TPP, Švica 
Objektna stekla Deltalab, Španija 
Papirčki za zvijanje tobaka Ziggi, Slovenija 
Parafilm Bemis, ZDA 
Petrijevke Golias, Slovenija 
pH lističi Merck, Nemčija 
Pipetni nastavki Eppendorf; Nemčija 
Se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 2: Seznam v nalogi uporabljenega materiala za enkratno uporabo. 
Material Proizvajalec 
Rokavice Kimtech, Velika Britanija 
Siringa 15 ml/50 ml  Becton Dickinson, ZDA 
Steklene pipete Pasteur Isolab, Nemčija 
Sterilne plastične cepilne zanke (eze) Golias, Slovenija 
Sterilne serološke pipete Greiner Bio One, ZDA 
 
3.1.3 Laboratorijske aparature 
Preglednica 3: Seznam v nalogi uporabljenih aparatur. 
Aparatura Proizvajalec 
Filtrirni sistem Amicon Merck Millipore, Nemčija 
Avtoklav A-63C  Kambič, Slovenija 
Baterijski pipetor  Vitlab pipeo, Nemčija 
Brezprašna komora za delo s celicami (laminarij) Iskra PIO, Slovenija 
Bunsenov gorilnik TLOS, Hrvaška 
Bürker-Türkova števna komora Assistent, Nemčija 
Centrifuga Sigma 3-30KS Sigma, Nemčija 
Centrifuga 5418, 5810R Eppendorf, Nemčija 
Centrifuga CENTRIC 322B Tehtnica, Slovenija 
Centrifuga J2-MC Beckman, ZDA 
Digestorij Variolab Mobilien W90 Waldner, Nemčija 
Digitalna kamera DP73 Olympus, Tokio (Japonska) 
Električni transformer za elektroforezo Consort E143 Sigma Aldrich, ZDA 
Elektroforezna banjica BioRad SubCell GT BioRad, ZDA 
Hladilnik 
Electrolux, Švedska 
Liebherr, Nemčija 
Körting, Gorenje, Slovenija 
Homogenizator MM 301 Retsch, Nemčija 
Indukcijska plošča CTC Clatronic, Nemčija 
Inkubator prilagojen za celične linije (NANO) Memmert, Nemčija 
Inkubator prilagojen za gojenje v CO2 atmosferi Flow laboratories, ZDA 
Inkubator s stresanjem Innova 42 New Brunswick, ZDA 
Jeklenka CO2, N2 Messer, Nemčija 
Komplet pipet 
Eppendorf, Nemčija 
Thermo Scientific, ZDA 
           Se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 3: Seznam v nalogi uporabljenih aparatur. 
 
Aparatura Proizvajalec 
Laminarij IBK 1V2 Iskra, Slovenija 
Magnetno mešalo Rotamix 550MMH Tehtnica, Slovenija 
Mikroskop AXIO Vert A1, RRP5-02/3 Zeiss - Opton, Nemčija 
Mikroskop Olympus BX51 Olympus, Slovenija 
Mikrovalovna pečica Gorenje, Slovenija 
MiVac DUO koncentrator Genevac, Velika Britanija 
Nanodrop 1000 Spectrophotometer Thermo Scientific, ZDA 
PCR-sistem nexus GX2 Mastercycler Eppendorf, Nemčija 
Fotoaparat Canon PowerShot G16 Canon, Japonska 
pH meter Seven Compact Mettler toledo, Švica 
Presevni konfokalni mikroskop Leica TCS SP8 Leica Microsystems, Nemčija 
Računalnik HP, ProBook 4720s Anni, HP 
Rastna komora (25 °C) Kambič, Slovenija 
Sonikator Sonis Iskra Pio, Slovenija 
Stereomikroskop Olympus SZ61  Olympus, Slovenija 
Stresalnik Innova 2300 New Brunswick, ZDA 
Števna komora (Neubauerjeva) Marienfeld, Nemčija 
Tehtnica Kern PFB Kern, Nemčija 
Tehtnica VIBRA Tehtnica, Slovenija 
Termoblok 
Thermo Scietific, ZDA 
Eppendorf, Nemčija 
Transiluminator Syngene G Box 
Ultracentrifuga Optima MAX-XP Beckman Coulter, ZDA 
UV SPEKTROFOTOMETER UV-1800 Shimadzu, Japonska 
UV/VIS-spektrofotometer Thermo Scientific, ZDA 
Vakuumska črpalka Hettich, Nemčija 
Vodna kopel Memmert, Nemčija 
Vibracijsko mešalo (vortex) IKA VORTEX 2, ZDA 
Vrstični elektronski mikroskop JSM-7500F JEOL, Japonska 
Zamrzovalnik 
Liebherr, Nemčija 
Körting, Gorenje, Slovenija 
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3.1.4 Druge potrebščine 
● cepilne zanke 
● čaše 
● erlenmajerice 
● infuzijske steklenice 
● kontrolni avtoklavirni trak 
● kovinske kroglice za homogenizacijo 
● lak za nohte 
● lepilni trak 
● papirnate brisače 
● pincete 
● pisala 
● posodice za tehtanje 
● spatule 
● steklene epruvete 
● steklene kroglice za razmaz vzorca 
● stojala za epruvete, centrifugirke 
● škarje 
● štoparica 
● vatirane palčke 
● žličke 
 
 
3.1.5 Gojišča in raztopine 
3.1.5.1 Gojišča 
Za pripravo trdnih gojišč smo posamezne sestavine natehtali in na magnetnem mešalu 
raztopili v polovici celotnega volumna destilirane vode. Po potrebi smo pH gojišča 
uravnali s HCl ali NaOH. Dodali smo agar ter destilirano vodo dopolnili do končnega 
volumna. Nato smo gojišča sterilizirali v avtoklavu za 15 minut pri temperaturi 121 °C, 
jih v vodni kopeli ohladili na 55 °C ter v laminariju aseptično razlili v plastične petrijevke 
(premer 9 cm). Ohlajena trdna gojišča smo do uporabe hranili na 4 °C v hladni sobi. 
Tekoča gojišča smo pripravljali po enakem postopku, in sicer brez dodajanja agarja. 
Celotno količino smo pripravili v čaši ter pred sterilizacijo razdelili v erlenmajerice ali 
infuzijske steklenice. Sterilna gojišča smo shranjevali v hladni sobi. 
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Agarizirana gojišča 
Gojišča za osamitev gliv: 
MEA (Malt Extract Agar) 
Sladni ekstrakt 20 g 
Pepton 1,0 g 
Glukoza 20 g 
Agar 20 g 
Destilirana voda do 1000 ml 
pH 5,0–5,5  
 
DRBC (Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol) 
DRBC  31 g 
Destilirana voda do 1000 ml 
 
DG-18 (Dichloran-Glycerol Agar Base) 
DG  31,5 g 
Glicerol 220 g 
Destilirana voda do 1000 ml 
 
MY 10-12 (Malt extract, Yeast extract 10 % [w/v] salt, 12 % [w/v] glucose agar) 
Sladni ekstrakt 20 g 
Kvasni ekstrakt 5 g 
NaCl 100 g 
Glukoza 120 g 
Agar 20 g 
Destilirana voda do 1000 ml 
 
Gojišča z dodanim antibiotikom kloramfenikol (Ch): 
MEA Ch, DRBC Ch 
Zgoraj navedenemu postopku priprave gojišča smo pred avtoklaviranjem dodali 0,05 g/l 
antibiotika kloramfenikol (Ch). 
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Gojišča za določanje morfologije gliv: 
PDA (Potato Dextrose Agar) 
PDA  42 g 
Destilirana voda do 1000 ml 
 
OA (Oat Meal Agar) 
OA  15 g 
Agar 12 g 
Destilirana voda do 1000 ml 
 
Tekoča gojišča 
Gojišče za kultivacijo kvasovk in plesni: 
ME (Malt Extract) 
Sladni ekstrakt 20 g 
Pepton 1,0 g 
Glukoza 20 g 
Destilirana voda do 1000 ml 
pH 5,0–5,5  
 
Definirano gojišče: 
YNB (Yeast Nitrogen Base) 
 
 
 
 
 
Priprava 20 % (w/v) glukoze: natehtali smo 20 g glukoze, dopolnili do 100 ml z 
destilirano vodo in premešali na magnetnem mešalu. Pred dodajanjem v gojišče smo 
vsebino filtrirali skozi filter z 0,22-µm porami. 
  
YNB (Difco) 1,7 g 
(NH4)2SO4 5 g 
Destilirana voda do 900 ml 
pH 7,0  
20 % (w/v) glukoza  100 ml (po avtoklaviranju) 
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M9 (minimalno gojišče, mineralni medij) z dodatkom nevrotransmiterjev 
 
 
  
Posamezne komponente smo zatehtali, raztopili v vodi Milli-Q ter mešanici umerili pH 
na 7,4. Vodo smo dopolnili do 1000 ml. Za pripravo 1000 ml trdnega gojišča M9 smo 
pripravili dve erlenmajerici: v eno smo zatehtali 15 g agarja ter dodali 593 ml Milli-Q 
(493 ml pri gojišču z nevrotransmiterjem), v drugo pa smo zmešali 100 ml M9 (priprava 
zgoraj) in 500 ml Milli-Q. Obe smo avtoklavirali, medtem pa pripravili raztopine makro- 
in mikroelementov. 
 
Priprava makroelementov: zatehtali smo vsakega od elementov in jih raztopili v 50 ali 
100 ml Milli-Q. Vse komponente smo prefiltrirali v sterilne 50-ml centrifugirke skozi 
filter z 0,22-µm porami. Mase na volumen 100 ml so podane spodaj. 
 
MgSO4 (1 M) 4,80 g 
CaCl2 (1 M) 4,44 g 
FeSO4 × 7H2O (10 mM) 13,9 mg 
Glukoza (40 % [w/v]) 40 g 
 
Priprava mikroelementov: vsakega posebej smo zatehtali, raztopili v 100 ml Milli-Q in 
filtrirali skozi filter z 0,22-µm porami. Mase posameznih elementov (na 100 ml) so 
podane spodaj. 
(NH4)6Mo7O24x4H2O (3 mM) 371 mg 
H3BO3 (400 mM) 2,473 g 
CoCl2 × 6H2O (30 mM) 714 mg 
CuSO4 × 5H2O (10 mM) 250 mg 
MnCl2 × 4H2O (80 mM) 1,583 g 
ZnSO4 × 7H2O (10 mM) 288 mg 
 
Na2HPO4 60 g 
KH2PO4 30 g 
NaCl 5 g 
NH4Cl 10 g 
Destilirana voda  do 1000 ml  
pH 7,4 
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Priprava raztopin nevrotransmiterjev: zatehtali smo ustrezno maso vsakega posameznega 
nevrotransmiterja, jih raztopili v 100 ml Milli-Q ter prefiltrirali skozi filter z 0,22-µm 
porami. Mase za pripravo 100 ml raztopine so podane spodaj. 
 
Acetilholin (0,1 M) 18,17 g 
GABA (0,1 M) 10,3 g 
glicin (0,1 M) 7,5 g 
glutamat (0,1 M) 14,7 g 
 
Ohlajene zmesi gojišča in agarja (55 °C) smo združili in dodali makro- in mikroelemente: 
5 ml 40 % (w/v) glukoze, 1 ml mikronutrientov, 1 ml MgSO4 (1 M), 100 µl CaCl2 (1 M) 
in 200 µl FeSO4 (5 mM). 
 
Gojišče za sesalčje celične linije:  
DMEM F-12 GlutaMAX (Dulbeco's Modified Eagle's Medium) 
 
 
 
V predpripravljeno tekoče gojišče (500 ml) za gojenje sesalčjih celičnih linij smo dodali 
56 ml FBS in 5 ml antibiotika Pen/Strep.  
 
 
3.1.5.2 Raztopine in reagenti 
Fiziološka raztopina 
NaCl 9 g 
Destilirana voda do 1000 ml 
 
Na-fosfatni pufer  
NaH2PO4 (0,2 M) 2,76 g 
Na2HPO4 (0,2 M) 3,56 g 
Milli-Q po 100 ml 
 
FBS 56 ml 
Pen/Strep 5 ml 
DMEM F-12 GlutaMAX 500 ml 
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Zatehtali smo mononatrijev in dinatrijev fosfat in oba pripravili ločeno, vsakega po 100 
ml s koncentracijo 0,2 M. Za pripravo 0,1 M fosfatnega pufra s pH 7,4 smo pripravili 
mešanico iz 19 ml mononatrijevega in 81 ml dinatrijevega fosfata ter raztopino 1-krat 
redčili. 
1× pufer PBS (Phosphate Buffered Saline) 
NaCl 8 g 
KCl 0,2 g 
Na2HPO4 1,44 g 
KH2PO4 0,24 g 
Destilirana voda do 1000 ml 
pH 7,4 uravnamo z 1 M HCl 
Pufer CTAB  
Tris 2,42 g 
NaCl 8,2 g 
Na-EDTA 0,74 g 
CTAB 2,0 g 
Milli-Q do 100 ml 
pH 7,5 uravnamo z 1 M HCl 
Pufer TE  
Tris 0,12 g 
Na-EDTA 0,04 g 
Milli-Q do 100 ml 
pH 8,0 uravnamo z 1 M HCl 
1× pufer TAE (Tris acetatni EDTA pufer) 
Tris  242,0 g 
Ocetna kislina 57,1 ml 
0,5 M EDTA (pH 8) 100 ml 
Destilirana voda do 1000 ml 
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Priprava 0,5 M EDTA (pH 8): zatehtali smo 146,4 g EDTA, raztopili v 800 ml destilirane 
vode ter z 1 M NaOH umerili pH na 8,0. Raztopino smo dopolnili do 1000 ml in 
avtoklavirali. Za pripravo celotnega pufra smo vse reagente zatehtali v čašo, dodali 0,5 
M EDTA in dopolnili z destilirano vodo do 1000 ml.  
 
5× nanašalni pufer 
Bromtimol modro 0,25 g 
Ksilen cianol 0,25 g 
Glicerol 30 ml 
Destilirana voda do 1000 ml 
 
Nanašalni gel (1 % [w/v]) 
Za 30 ml gela: 
Agaroza 0,3 g 
1× pufer TAE 30 ml 
Sestavine smo zavreli v mikrovalovni pečici, da se je agaroza raztopila, ohladili na 55 °C, 
dodali 3 µl reagenta SYBR safe in gel razlili v banjico. 
Betain (5 M) 
Betain 5,858 g 
Orange G 0,025 g 
Milli-Q do 10 ml 
Mešanica silikagela (za izolacijo glivne DNA): 
Silikagel 30 g 
Celit 15 g 
  
Z mešanico smo napolnili dno 2-ml mikrocentrifugirk (80–100 mg). Mikrocentrifugirke 
smo avtoklavirali 15 minut pri temperaturi 121°C. Shranili smo pri sobni temperaturi. 
SSS (Spore Suspension Solute) 
Tween 80 0,5 g 
Agar 0,5 g 
Destilirana voda do 1000 ml 
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Nevtralno rdeče – založna raztopina 
Reagent Nevtral rdeče  4 g               
PBS 1000 ml 
 
Za pripravo 40 ml založne raztopine barvila nevtralno rdeče smo zatehtali 0,16 g reagenta 
v 40 ml pufra PBS ter premešali na vibracijskem mešalu. Nato smo v sonikatorju 
inkubirali 20 minut (hitrejše raztapljanje) ter sterilizirali s filtracijo skozi filter z 0,22-µm 
porami. Založno raztopino smo za testiranje 10 × redčili. Shranjevali smo jo zavito v 
aluminijasto folijo v hladilniku pri temperaturi 4 °C. 
Fiksativ (za presevno elektronsko mikroskopijo): 
1 % (v/v) glutaraldehid  0,1 ml  
0,4 % (v/v) formaldehid 0,04 ml 
0,1 M fosfatni pufer do 10 ml 
16 % (v/v) formaldehid (založna raztopina): 
Založno raztopino 16 % (v/v) formaldehida smo pripravili iz komercialno pripravljenega 
formaldehida (37 % [w/v]) z redčenjem v pufru PBS (navodila za pripravo pufra v istem 
poglavju). Iz založne raztopine smo z redčenjem v pufru PBS pripravili manj 
koncentrirane raztopine, primerne za fiksacijo celic.  
Raztopina za blokiranje in permeabilizacijo – imunofluorescenca: 
5 % (v/v) FBS  2,5 ml  
0,1 % (v/v) Triton X-100 0,05 ml 
Pufer PBS  do 50 ml 
 
 
3.1.5.2.1 Komercialni paketi in reagenti 
V nalogi smo uporabili naslednji komercialni reagent: 
− PrepMan® Ultra Sample Preparation Reagent, Life Technologies, ZDA 
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3.2 METODE 
3.2.1 Osamitev in izbor gliv za testiranje 
3.2.1.1 Osamitev gliv iz mravelj 
3.2.1.1.1 Lokacija gnezda in osamitev glivnih vrst 
Mravlje rodu Lasius smo prejeli 19. 10. 2016 iz Danske (pošiljatelj: prof. Michael 
Poulsen, University of Copenhagen, Danska). Ločili smo jih glede na gnezdo in vrsto ter 
določili približno število osebkov iz posameznega gnezda. Mravlje so bile od začetka do 
konca testiranj shranjene v 50-ml centrifugirkah skupaj z zemljo pri temperaturi 12 °C v 
hladilniku. Pregled vrst mravelj prikazuje naslednja preglednica. 
 
Preglednica 4: Pregled mravelj glede na gnezdo in število osebkov. 
Vzorci Vrsta Gnezdo Število osebkov 
1 L. umbratus 1 46 
2 L. umbratus 2 25 
3 L. umbratus 3 8 
4 L. umbratus 4 13 
5 L. umbratus 6 40 
6 L. umbratus 7 30 
7 L. umbratus 10 30–40 
8 L. umbratus 11 35 
1 L. niger 4 12 
2 L. niger 5 20 
3 L. niger 6 25 
4 L. niger 7 30 
5 L. niger 8 20 
 
3.2.1.1.2 Metode za osamitev glivnih vrst iz mravelj 
Za osamitev gliv smo uporabili gojišče DRBC z dodatkom antibiotika kloramfenikola. 
Gojišče je primerno za selektivno osamitev kvasovk in plesni v vzorcih iz okolja. 
Dikloran je gojišču dodan kot sredstvo, ki zmanjša premer hitro rastočih gliv. Barvilo 
Rose Bengal dodatno izboljša inhibitorno aktivnost z vzdrževanjem pH pri 5,6. Prav tako 
zavira rast bakterij in omeji velikost in število kolonij hitreje rastočih plesni. 
Kloramfenikol inhibira rast bakterij, prisotnih v okoljskih vzorcih (King in sod., 1979). 
 
Flotacijska metoda 
Iz vsakega gnezda smo vzeli po 10 mravelj, jih sprali v 100 ml fiziološke raztopine (0,9 
% [w/v] NaCl), nato pa s sterilno plastično cepilno zanko prenesli v 500-ml erlenmajerico 
s 100 ml sterilne fiziološke raztopine. Dodali smo 20 ml sterilnega mineralnega olja in 
vse premešali na vibracijskem mešalu. Po mešanju smo vsebino nalili v sterilen 100-ml 
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valj in počakali 20 minut, oziroma dokler se plasti vode in olja nista jasno ločili med 
seboj. Previdno smo odpipetirali interfazo ter po 0,1 ml razmazali s sterilnimi steklenimi 
kroglicami na gojišče. Pripravili smo po štiri ponovitve, tri plošče smo inkubirali pri 
temperaturi 25 °C v rastni komori in eno ploščo pri 37 °C v topli sobi. 
 
Metoda hoje po agarju 
Pripravili smo sterilne plastične petrijevke ter filter papir. S sterilno plastično cepilno 
zanko smo po pet mravelj iz vsakega gneza sprali v fiziološki raztopini (NaCl) ter po pet 
mravelj v Tweenu 80. Pri gnezdih, kjer mravelj ni bilo dovolj, smo število prilagodili. Po 
spiranju smo jih prenesli na sterilen filter papir v petrijevki, nato pa istih 5 osebkov 
prenašali na agarna gojišča v časovnih intervalih po 5 minut. Pripravili smo štiri 
zaporedne prenose. Prve tri plošče smo inkubirali pri temperaturi 25 °C, četrto pa pri 37 
°C. Prav tako smo na dve gojišči prenesli po 0,1 ml raztopine, v katerih smo mravlje 
spirali, po eno za vsako navedeno temperaturo. Na enak način smo test izvedli tudi brez 
spiranja mravelj, kjer smo po dve mravlji iz vsakega gnezda sprehajali po agarju po zgoraj 
opisanem postopku. 
 
Vsa nacepljena gojišča smo inkubirali 4 tedne, rast in spreminjanje kolonij pa spremljali 
vsak teden. 
 
3.2.1.2 Osamitev gliv iz gnezda mravelj 
3.2.1.2.1 Vzorčenje in izolacija gliv 
Gnezdo mravelj je vzorčil prof. dr. Janko Božič, v laboratorij za Biologijo 
mikroorganizmov smo ga v posušeni obliki prejeli 6.4.2017. Nahajališče je bilo v gozdu 
pri Litiji. Najprej smo gnezdo fotografirali, nato pa odstranili približno 2 cm vrhnje plasti. 
Vzorčili smo na treh različnih mestih in vzorce označili s številkami 1, 2 in 3. Pregledali 
smo jih pod stereomikroskopom ter naredili odtis z lepilnim trakom za direktno 
opazovanje pod mikroskopom. Vsak vzorec smo ločeno aseptično mehanično 
homogenizirali v sterilnih terilnicah in do uporabe shranili v sterilnih plastičnih 
petrijevkah pri temperaturi 4 °C v hladilniku. 
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Slika 1: Gnezdo mravelj in prikaz mest vzorčenja; fotografije posnete s fotoaparatom Canon PowerShot 
G16. Merilo: 9 cm. 
 
3.2.1.2.2 Metode za osamitev glivnih vrst iz gnezda mravelj 
Za osamitev gliv smo uporabili gojišča DRBC, MY10-12 in DG18 z dodanim 
kloramfenikolom. Gojišče MY10-12 vsebuje 10 % (w/V) soli (NaCl) in 12 % glicerola 
in je primerno za osamitev halofilnih in kserofilnih gliv, ki optimalno rastejo pri znižani 
vodni aktivnosti in večji koncentraciji soli (Pitt in sod., 1994). Gojišče DG18 vsebuje 
dikloran, ki zavira razširjanje in rast plesni ter glicerol, ki gojišču zmanjša vodno 
aktivnost. V splošnem se uporablja za štetje osmofilnih in kserofilnih plesni v 
prehrambnih produktih, primerno je za suhe vzorce z nižjo vodno aktivnostjo (Hocking 
in sod., 1980). 
 
Flotacijska metoda 
V 500-ml erlenmajerico smo nalili 100 ml fiziološke raztopine, v katero smo prenesli po 
0,5 g uprašenega gnezda. Nadaljnji postopek smo izvedli na enak način kot pri osamitvi 
gliv iz mravelj (poglavje 3.2.1.1.2). Interfazo (0,1 ml) smo s sterilnimi steklenimi 
kroglicami razmazali po gojiščih DRBC, MY10-12 in DG18, po 12 plošč za vsako od 
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gojišč. Polovico plošč (po 6 plošč posameznega gojišča) smo inkubirali pri temperaturi 
25 °C, polovico pa pri 37 °C. Po enakem postopku smo pripravili vse tri vzorce gnezda. 
Razmaz na plošče 
V 100 ml sterilne fiziološke raztopine smo stresli 0,5 g uprašenega vzorca ter premešali 
na vibracijskem mešalu. Nato smo na omenjena gojišča nanesli 0,1 ml emulzije, pri čemer 
smo za vsako gojišče naredili 12 ponovitev. Polovico plošč smo inkubirali pri temperaturi 
25 °C, polovico pa pri 37 °C. 
 
Vklop v agar 
Pripravili smo po 250 ml gojišča za izolacijo gliv v erlenmajericah. Po avtoklaviranju 
smo jih ohladili na 55 °C, nato pa v vsako gojišče posebej dodali 0,5 g uprašenega vzorca 
gnezda, premešali in vlili v plastične petrijevke (premer 9 cm), za vsako gojišče po 12 
plošč. Pustili smo jih čez noč, naslednji dan pa strjena gojišča prestavili, in sicer polovico 
v rastno komoro s temperaturo 25 °C in polovico v toplo sobo s temperaturo 37 °C. 
 
Direktna izolacija z metodo agarne iglice 
S sterilno, obžgano agarno iglico smo odrezali košček gojišča, z njim pomazali po delu 
gnezda, nato pa na gojišče nacepili v ravni črti. Uporabili smo po dve plošči vsakega od 
gojišč, DRBC, MY10-12 in DG18, vse inkubirali 4 tedne na sobni temperaturi na 
glicerolni vabi za pršice. Vabo smo pripravili iz pokrova steklene petrijevke, v katerega 
smo nalili glicerol, nato pa vanj namestili plastični pokrov petrijevke, na katerega smo 
postavili nacepljena gojišča. 
 
Vsa nacepljena gojišča smo inkubirali 4 tedne, rast in spreminjanje kolonij pa spremljali 
vsak teden. 
 
Odtis z lepilnim trakom  
Odrezali smo košček lepilnega traku (približno 1 cm2) in ga z lepilno stranjo prislonili na 
del gnezda, nato pa pripravili mikroskopski preparat. Na objektno steklo smo kanili 
kapljico fiziološke raztopine, nanjo položili vzorec odtisnjenega lepilnega traku, dodali 
še eno kapljico fiziološke raztopine in preparat pokrili s krovnim steklom. Pripravili smo 
dva preparata, odtisnjena na dveh različnih mestih in ju pogledali z optičnim 
mikroskopom, opremljenim z optiko za diferencialno interferenčno mikroskopijo (DIC) 
pri 100-kratni, 400-kratni in 1000-kratni povečavi (z imerznim oljem). 
3.2.1.3 Izolacija DNA izbranih sevov gliv 
3.2.1.3.1 Izolacija čistih kultur 
Izbrane izolate gliv (osamljene iz gnezda ter iz mravelj) smo iz gojišč za osamitev 
precepili na gojišče MEA, ki je optimalno za detekcijo, izolacijo in štetje kvasovk ter 
plesni. Sladni ekstrakt v gojišču zagotavlja kislo okolje in hranila, ki so ugodna za rast in 
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metabolizem gliv. V gojišče dodan pepton jim omogoča bujno rast s tipično morfologijo 
in pigmentacijo (Atlas, 2006). Z dodatkom antibiotika kloramfenikola onemogočimo rast 
bakterij. Nacepljene izolate smo v času rasti inkubirali pri temperaturi 25 °C, nato pa jih 
do izolacije DNA shranili pri 4 °C v hladilniku. 
 
3.2.1.3.2 Izolacija DNA filamentoznih gliv 
Iz čistih kultur sevov gliv smo izolirali DNA po postopku z mehansko lizo celic s pufrom 
CTAB (Gerrits van der Ende in de Hoog, 1999). 
 
Skozi celoten postopek smo uporabljali rokavice. V sterilno 2-ml mikrocentrifugirko smo 
aseptično dodali mešanico silikagela in celita (2 : 1), kovinsko kroglico ter odpipetirali 
500 µl pufra CTAB. Nato smo vanjo s sterilno spatulo prenesli micelij iz agarne plošče v 
velikosti 1 cm2. Micelij smo strli s pomočjo homogenizatorja, 1 minuto s frekvenco 30 
obratov na sekundo. Homogenizat smo nato 1 uro inkubirali v termobloku pri temperaturi 
65 °C. Po inkubaciji smo v digestoriju v mikrocentrifugirko dodali 500 µl kloroforma 
(precipitacija proteinov), zmes premešali na vibracijskem mešalu (1–2 sekundi) ter 
centrifugirali 5 minut pri 16.873 × g in sobni temperaturi. Zgornjo, vodno fazo smo 
odpipetirali v svežo 1,5-ml mikrocentrifugirko, nato pa celoten postopek z dodatkom 
kloroforma, mešanjem in centrifugiranjem ponovili. Vodno fazo smo ponovno prenesli v 
svežo mikrocentrifugirko, mu dodali dvakratni volumen ledenega 96-odstotnrga etanola, 
ročno premešali vsebino ter inkubirali čez noč pri temperaturi –20 °C (precipitacija 
DNA). Po inkubaciji smo zmes centrifugirali 5 minut pri 16.873 × g in sobni temperaturi, 
odstranili vodno fazo, pelet pa sprali s 500 µl hladnega 70-odstotnega etanola. Vsebino 
smo centrifugirali pri enakih pogojih, previdno odstranili vso vodno fazo ter pelet vsaj 30 
minut sušili na zraku pri temperaturi 37 °C. Pelet smo nato resuspendirali v 50 µl pufra 
TE ter preko noči inkubirali na sobni temperaturi. Vzorce izolirane DNA smo do uporabe 
shranili pri –20 °C v zamrzovalniku. 
 
3.2.1.3.3 Izolacija DNA kvasovk 
V sterilno 2-ml mikrocentrifugirko smo odpipetirali 50 µl komercialnega reagenta 
PrepMan® Ultra Sample Preparation. S sterilno cepilno zanko smo iz čiste kulture v 
mikrocentrifugirko prenesli kolonijo kvasovke ter kuhali 10 minut v vodni kopeli pri 
temperaturi 100 °C. Zmes smo nato centrifugirali 5 minut pri 16.873 × g in sobni 
temperaturi. Vodno fazo (približno 40 µl) smo odpipetirali v sterilno 1,5-ml 
mikrocentrifugirko in do uporabe shranili v zamrzovalniku pri temperaturi –20 °C. 
 
3.2.1.4 Verižna reakcija s polimerazo (PCR) 
Identifikacijo gliv smo pri izoliranih vzorcih DNA filamentoznih gliv izvedli s 
pomnoževanjem nukleotidne regije molekularnega označevalca za glive ITS rDNA (ITS1 
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in ITS2 z vključujočo 5,8 S rDNA). Za pomnoževanje smo uporabili oligonukleotidna 
začetnika ITS4 in ITS5 (White in sod., 1990). Pri izoliranih vzorcih DNA kvasovk smo 
pomnoževali veliko podenoto genov rRNA (domena D1/D2 LSU), kot začetne 
oligonukleotide smo uporabili NL1 in NL4 (Boekhout in Kurtzman, 1996). Posamezne 
PCR-reakcije smo izvajali v 0,2-ml mikrocentrifugirkah. V 2-ml mikrocentrifugirko smo 
pripravili reakcijsko mešanico za PCR ter po 34 µl prenesli v 0,2-ml mikrocentrifugirke. 
Mešanici reagentov smo dodali 1 µl vzorčne DNA, za negativno kontrolo pa namesto 
vzorca 1 µl bidestilirane vode. Vsi reagenti za reakcijske mešanice so bili shranjeni v 
zamrzovalniku pri temperaturi –20 °C. Reakcijsko mešanico smo pripravljali na ledu. 
Pomnožke DNA izolatov smo shranjevali v zamrzovalniku pri –20 °C. Zaporedja 
uporabljenih začetnih oligonukleotidov, sestava reakcijskih mešanic PCR in programi za 
pomnoževanje regij so navedeni spodaj. 
 
Količina reagentov za reakcijsko mešanico (za 34 µl) 
 LSU ITS 
Voda Milli-Q 26,82 µl 21,46 µl 
10 × Taq pufer 3,5 µl 3,5 µl 
Betain (20 % [v/v]) *  5,36 µl * 
dNTP (AB) (10 mM) 0,7 µl 0,7 µl 
Oligonukleotidni začetnik 1 (10 pmol/µl) 1,4 µl 1,4 µl 
Oligonukleotidni začetnik 2 (10 pmol/µl) 1,4 µl 1,4 µl 
Polimeraza Dream Taq (5 U/µl) 0,18 µl 0,18 µl 
DNA 1 µl 1 µl 
* Betain dodamo samo pri reakciji PCR za izolirane vzorce DNA filamentoznih gliv z ITS-
oligonukleotidnimi začetniki. 
 
Preglednica 5: Začetni oligonukleotidi, uporabljeni za pomnoževanje odsekov genoma iz okolja 
osamljenih sevov. 
Ime Zaporedje 5' → 3'  Avtor 
ITS 4 TCCTCCGCTTATTGATATGC White in sod. (1990) 
ITS 5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG White in sod. (1990) 
D1/D2-NL 1 GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG Boekhout in Kurtzman (1996) 
D1/D2-NL 4 GGTCCGTGTTTCAAGACGG Boekhout in Kurtzman (1996) 
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Preglednica 6: Programi pomnoževanja različnih odsekov glivne DNA. 
 Program pomnoževanja 
Faza pomnoževanja ITS LSU 
Začetna denaturacija 95 °C, 2 min 95 °C, 3 min 
Št. Ciklov 30 30 
Denaturacija 95 °C, 45 s 95 °C, 45 s 
Vezava začetnih oligonukleotidov 54 °C, 30 s 54 °C, 30 s 
Elongacija 72 °C, 2 min 72 °C, 2 min 
Končna elongacija 72 °C, 4 min 72 °C, 4 min 
 
3.2.1.4.1 Agarozna gelska elektroforeza 
Za preverjanje uspešnosti PCR-reakcije smo izvedli agarozno gelsko elektroforezo. 
Agarozni geli omogočajo ločevanje molekul velikosti od 100 bp do približno 50 kb s 
pomočjo napetosti v električnem polju. Pripravili smo 1-kraten elektroforezni pufer TAE 
z redčenjem iz založnega 50-krat koncentriranega pufra. Nato smo iz pufra in agaroze 
pripravili 1 % (w/v)-agarozni gel. Z 1 % (w/v)-gelom lahko učinkovito ločimo linearno 
DNA velikosti 0,5–7 kb (Davis in sod., 1994). Gel smo ohladili na temperaturo 55 °C, 
dodali 0,01 % (v/v) barvila SYBR safe in ga vlili v okvir z vstavljenim glavnikom. Po 
preteku 20 min, ko se je gel strdil, smo odstranili glavnik ter okvir prestavili v 
elektroforezno banjico in nalili 1-kratni pufer TAE do oznake (da prekrije luknjice). V 
prvo luknjico nanesemo 2 µl 1 kb-lestvice (GeneRuler 1 kb DNA Ladder Plus), tj. 
mešanica fragmentov DNA znanih velikosti. Nato nanesemo še 4 µl posameznega vzorca 
pomnoženih fragmentov in negativno kontrolo. Pomnožkom DNA kvasovk (2 µl) pred 
nanosom na gel dodamo 2 µl 5-krat nanašalnega pufra. Elektroforezo smo izvajali 30 min 
pri napetosti 120 V. Po končani elektroforezi smo gel fotografirali na transiluminatorju 
in glede na lestvico določili uspešnost izolacije DNA in reakcije PCR. 
 
3.2.1.4.2 Sekvenciranje in anotacija nukleotidnega zaporedja 
Pomnožke DNA gliv ustrezne velikosti smo poslali na sekvenciranje v laboratorij 
Microsynth (Švica), kjer so jim določili nukleotidno zaporedje. Pridobljenim zaporedjem 
v obliki elektroferograma smo z računalniškim programom FinchTV določili kvaliteto. 
Zaporedja smo nato v spletnem orodju BLAST Nacionalnega centra za biotehnološke 
informacije primerjali z zaporedji v podatkovni bazi GenBank in poiskali najsorodnejša 
zaporedja. Identificiranim zaporedjem smo na spletni strani Index Fungorum preverili 
korektnost poimenovanja rodu in vrste. 
 
Izbrana nukleotidna zaporedja smo z računalniškim programom MEGA6 poravnali ter na 
podlagi najprimernejšega modela izrisali filogenetska drevesa z metodo največje 
?
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raztopine smo na stekelca kanili kapljico barvila anilinsko modrilo v mlečni kislini, ki 
omogoča boljšo vizualizacijo preparata. Barvilo prehaja v glivne celice, kjer obarva 
citoplazmo. Za vsak izolat smo pripravili po en preparat iz vsakega morfološkega gojišča. 
Pregledali smo jih z optičnim mikroskopom, opremljenim z optiko za diferencialno 
interferenčno mikroskopijo (DIC) pri 100-kratni, 400-kratni in 1000-kratni povečavi. 
 
3.2.1.5.2 Rast pri telesni temperaturi 
Pri izbranih izolatih gliv iz gnezda mravelj smo preverjali sposobnost rasti pri telesni 
temperaturi. Sposobnost rasti pri tej temperaturi je bila pomembna zaradi nadaljnjih 
poskusov, pri katerih smo hoteli soočiti glivo s celično linijo SH-SY5Y, ki jo gojimo pri 
temperaturi 37 °C. Izbrane seve smo nacepili na gojišča MEA in jih inkubirali pri 
temperaturi 37 °C. Za potrditev rasti smo kulture spremljali 14 dni.  
 
3.2.1.5.3 Presnova ogljikovodikov 
Gojenje v tekočem gojišču 
Test smo izvedli v tekočem gojišču YNB, ki smo mu dodali 20 % (v/v) mineralnega olja 
ali n-heksadekana kot edini vir ogljika. Za izvedbo testa smo uporabili protokol po Satow 
in sod. (2008), ki smo ga nekoliko modificirali. Pripravili smo osnovno tekoče gojišče 
YNB z glukozo ter YNB brez vira ogljika (80 % (v/v) celotne destilirane vode) ter 
sterilizirali mineralno olje in n-heksadekan. V 15-ml centrifugirke smo pripravili 3 
različne pogoje gojenja: a) gojišče YNB z glukozo kot virom ogljika, b) gojišče YNB z 
20-odstotnim mineralnim oljem in c) gojišče YNB z 20-odstotnim n-heksadekanom. 
Pogoj a) je služil kot pozitivna kontrola rasti. Gostoto inokuliranih glivnih celic smo 
določili z redčenjem suspenzije glive v fiziološki raztopini in štetjem pod mikroskopom. 
Začetno koncentracijo smo uravnali na 105 celic/ml. Inokulirane kulture smo inkubirali 
pri sobni temperaturi na stresalniku (Innova 2300, New Brunswick, ZDA) pri 180 rpm. 
Hkrati smo pri enakih pogojih inkubirali tudi 3 centrifugirke samo z gojiščem, in sicer 
kot negativno kontrolo. Rast kultur smo spremljali tedensko in rezultate fotografirali.  
 
Gojenje na trdnem gojišču 
Glive smo gojili na trdnem gojišču YNB (z glukozo kot virom ogljika) in kulture 
inkubirali v atmosferi toluena. Za izvedbo testa smo uporabili protokol po Prenafeta-
Boldú in sod. (2001), ki smo ga nekoliko modificirali. Pripravili smo svežo raztopino 3 
% (v/v) toluena. Za pripravo 10,3 ml raztopine smo v 10 ml dibutil ftalata dodali 0,3 ml 
toluena. Odvzeli smo celotno cepilno zanko iz čiste kulture in pripravili suspenzijo v 1 
ml fiziološke raztopine s koncentracijo celic približno 105 celic/ml (natančne 
koncentracije nismo določili). Po 10 µl suspenzije vsakega seva smo v treh točkah 
nacepili na gojišče YNB. Atmosfero toluena smo zagotovili z inkubacijo plošč v 
desikatorju, kamor smo naložili nacepljena gojišča, pod plošče pa postavili stekleno 
petrijevko s pripravljeno raztopino 3-odstotnega toluena v dibutil ftalatu. Vzporedno smo 
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kulture inkubirali tudi v anaerobnem loncu z zračno atmosfero brez toluena kot pozitivno 
kontrolo rasti. Testirane plošče, kot tudi paralelke, smo inkubirali pri sobni temperaturi. 
Kulture smo spremljali in pustili rasti 7 dni.  
 
Eksperiment smo po dobljenih rezultatih ponovili in kulture na enak način nacepili na 
gojišča YNB (z ultra čistim agarjem) ter trdna gojišča pripravljena iz ultra čistega agarja 
in destilirane vode, oba brez vira ogljika. Kulture smo gojili 7 dni in jih po končani 
inkubaciji fotografirali. 
 
3.2.1.5.4 Rast na gojiščih z dodanimi nevrotransmiterji 
Po testiranju rasti gliv ob prisotnosti aromatskih ogljikovodikov smo izbrano glivo iz 
gnezda mravelj Phialophora americana, sev EXF-12206 in glivo E. dermatitidis, sev 
EXF-10123, gojili v minimialnem gojišču (M9) z dodanimi nevrotransmiterji. Obe glivi 
smo nacepili na pet različnih gojišč, štiri z dodatkom nevrotransmiterja (0,1 M) 
acetilholina, GABA, glicina oz. glutamata ter gojišče M9 brez dodanega 
nevrotransmiterja. V 1 ml fiziološke raztopine smo pripravili suspenzijo gliv, s 
koncentracijo približno 105 celic/ml ter v treh točkah na gojišča nacepili po 10 µl 
suspenzije. Nacepljena gojišča smo inkubirali 4 tedne, pri temperaturi 25 °C. Kulture smo 
tedensko pregledovali in fotografirali. 
 
3.2.2 Priprava testnih suspenzij nevrotropne črne kvasovke E. dermatitidis 
3.2.2.1 Gojenje glive v gojišču za celične kulture 
Preverjali smo rast črne kvasovke E. dermatitidis v gojišču DMEM/F12, primernem za 
celične kulture. Gojišče DMEM/F12 vsebuje visoke koncentracije aminokislin in 
vitaminov ter nižjo koncentracijo glukoze (1 g/l), kot jo običajno vsebujejo gojišča za 
glive. Gojišču je dodan 15 mM pufer HEPES, komponenta gojišča Ham's F-12, ki 
kompenzira izgubo pufrske kapacitete med gojenjem. Tako je gojišče primerno za rast 
več različnih tipov celic. Kompletni medij smo dopolnili z 10 % (v/v) fetalnega govejega 
seruma (FBS) in 5 % (v/v) antibiotika Penicilin/Streptomicin. Celične kulture smo gojili 
v inkubatorju ob prisotnosti 5 %  CO2 in 95 % relativne zračne vlage in pri temperaturi 
37 °C (Meenakshi, 2013).  
 
Pripravili smo suspenzijo kvasovke E. dermatitidis. V 1 ml fiziološke raztopine smo s 
sterilno cepilno zanko prenesli nekaj glivne biomase ter suspenzijo premešali na 
vibracijskem mešalu. Pod mikroskopom smo nato z Bürker-Türkovo števno komoro 
prešteli kvasne celice ter določili koncentracijo celic/ml v suspenziji. Suspenzijo smo s 
fiziološko raztopino redčili do koncentracije 105 celic/ml. V 150-ml erlenmajerico smo v 
50 ml gojišča DMEM/F12 inokulirali 1 ml ustrezne koncentracije celic. Pred začetkom 
gojenja smo odvzeli vzorec pri času 0 (t0) (0,2 ml kulture). Del smo porabili za merjenje 
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optične gostote (OD) pri 600 nm, 0,1 ml pa smo s sterilnimi kroglicami razmazali na 
gojišče MEA. Vzorčenje, meritve OD in razmaz kulture na gojišče smo ponavljali več 
dni v določenih intervalih, od 1. do 4. dne ter od 8. do 11. dne. Za štetje kolonij na ploščah 
smo starejše vzorce redčili s fiziološko raztopino in na plošče nanesli več redčitev za 
preračun titra. Rezultate optične gostote (OD) in štetja kolonij (CFU/ml) smo prenesli na 
graf in izrisali rastno krivuljo. Iz dobljenih rezultatov smo po enačbah (1, 2) preračunali 
čas podvojevanja glive E. dermatitidis v gojišču DMEM/F12. 
 
 
𝜇 =  
log 𝑋2 − log 𝑋1 
0,301 × 𝑡
 
       …(1) 
 
µ – konstanta hitrosti rasti 
X2 – motnost kulture po določenem času inkubacije v eksponentni fazi rasti  
X1 – motnost kulture na začetku eksponentne faze rasti 
t – čas inkubacije med obema izbranima točkama 
 
 
 
𝑡𝑔𝑒𝑛 =  
1
𝜇
 
         …(2) 
tgen – podvojevalni čas seva in  
0.301 – konstanta oz. pretvornik iz naravnega v desetiški logaritem 
 
 
 
3.2.2.2 Priprava ekstraktov črne kvasovke E. dermatitidis 
3.2.2.2.1 Priprava biomase za ekstrakcijo bioaktivnih sestavin 
Za pripravo biomase E. dermatitidis smo glivo inokulirali v tekoče gojišče ME. Pripravili 
smo suspenzijo v 1 ml fiziološke raztopine, v katero smo resuspendirali izdatno cepilno 
zanko kulture z gojišča MEA, ki je bila inkubirana 4 dni. Nato smo po 0,1 ml suspenzije 
nacepili v tri erlenmajerice s 100 ml in dve erlenmajerici s 50 ml gojišča ME in jih 4 dni 
inkubirali na stresalniku pri temperaturi 37 °C.  
 
Po inkubaciji smo biomaso prelili v centrifugirke in poželi s centrifugiranjem 10 min pri 
10.000 × g in temperaturi 25 °C. Vodno fazo iz 50 ml kulture smo prelili v sveži 50-ml 
centrifugirki, sterilizirali s filtriranjem skozi filter z 0,45-µm porami in shranili v 
zamrzovalniku pri temperaturi –20 °C. Združeno biomaso smo ločili na dva enaka dela 
in prenesli v 5-ml mikrocentrifugirki, stehtali ter shranili v zamrzovalniku pri –20 °C.  
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3.2.2.2.2 Ekstrakcija glivne biomase 
Za pripravo vodnega ekstrakta smo zamrznjeni biomasi v 5-ml mikrocentrifugirki dodali 
2 ml pufra PBS in homogenizirali v terilnici s tekočim dušikom. Uprašeni biomasi smo 
dodali 6 ml pufra PBS, vseh 8 ml prelili v 50-ml centrifugirko in 24 ur inkubirali na 
stresalniku v hladni sobi (4 °C). Po inkubaciji smo nastali ekstrakt centrifugirali 30 min, 
pri 15.000 × g in temperaturi 4 °C. Vodno fazo smo prelili v svežo centrifugirko in 
razdelili po 1 ml v 1,5-ml mikrocentrifugirke. Vodnemu ekstraktu smo določili masno 
koncentracijo. Najprej smo stehtali urno steklo, nato pa na njem sušili 1 ml ektrakta ter 
po sušenju urno steklo ponovno stehtali. Ekstrakte smo pred nadaljnjo uporabo 
sterilizirali s filtracijo skozi filter z 0,22-µm porami. Shranili smo jih v zamrzovalniku pri 
temperaturi –20 °C. 
 
Etanolni ekstrakt smo iz zamrznjene biomase pripravili tako, da smo biomasi dodali 6 ml 
etilnega etanola (96 % [v/v]). Zmes smo prelili v erlenmajerico in 24 ur inkubirali na 
stresalniku pri temperaturi 37 °C. Nastali ekstrakt smo po prvi ekstrakciji centrifugirali 
30 min pri 15.000 × g in 4 °C. Vodno fazo smo prelili v svežo centrifugirko, dodali 6 ml 
etilnega etanola in postopek ekstrakcije ponovili. Po 24 urah inkubacije smo ekstrakt 
centrifugirali pri enakih pogojih kot po prvi ekstrakciji ter vodni fazi prve in druge 
ekstrakcije združili v isti centrifugirki. Celoten ekstrakt smo filtrirali skozi filter papir (2r 
= 15 cm), da smo odstranili možne oborjene delce in razdelili po 1 ml v 1,5-ml 
mikrocentrifugirke. Ekstrakte smo skoncentrirali na napravi »speed-vac«, ki ravnovesje 
hlapov in tekočin premakne v smer plinske faze, vzorec pa tako ostane na dnu 
mikrocentrifugirke v trdni fazi. Etanol smo v našem primeru oparili predvsem zaradi 
toksičnega vpliva na celično kulturo, na kateri smo ekstrakte testirali v nadaljnjih 
poskusih. Ekstraktom v trdni fazi smo določili suho maso s tehtanjem posameznega 
vzorca v mikrocentrifugirki ter jih shranili pri temperaturi –20 °C. Neposredno pred 
uporabo smo suh vzorec raztopili v najmanjšem možnem volumnu organskega topila 
DMSO (60–70 µl).  
3.2.2.3 Izolacija zunajceličnih veziklov črne kvasovke E. dermatitidis 
3.2.2.3.1 Gojenje E. dermatitidis za izolacijo zunajceličnih veziklov 
V 50-ml centrifugirki smo v 10 ml gojišča YNB pripravili predkulturo E. dermatitidis. V 
gojišče smo nacepili celotno cepilno zanko kulture iz gojišča MEA, ki je bila inkubirana 
7 dni. Predkulturo smo inkubirali 24 ur, na stresalniku pri temperaturi 37 °C, po inkubaciji 
pa izmerili OD pri 600 nm. Celotno predkulturo smo prenesli v 500-ml erlenmajerico s 
100 ml svežega gojišča YNB, predgretega na temperaturo 37 °C, da smo zmanjšali čas 
faze prilagajanja. Kulturo smo inkubirali pri enakih pogojih kot predkulturo in spremljali 
z merjenjem OD pri 600 nm. Ko je kultura zrastla do OD600 = 0,8–1, smo jo prelili v 
sterilne centrifugirke in poželi s centrifugiranjem 5 min, in sicer pri 1000 × g in 
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temperaturi 30 °C. Vodno fazo smo odlili in pelet 3-krat spirali s svežim gojiščem YNB 
in centrifugirali pri enakih pogojih. Pripravili smo 2-L erlenmajerico s 400 ml gojišča 
YNB. Nato smo spran pelet resuspendirali v svežem gojišču YNB in nacepili v 400 ml 
do OD600 = 0,2. Kulturo smo inkubirali na stresalniku pri temperaturi 37 °C do 
naslednjega dne (do 15 ur). Po inkubaciji smo izmerili OD pri 600 nm, prelili v sterilne 
centrifugirke ter centrifugirali 15 min pri 4000 × g in pri temperaturi 4–8°C. Vodno fazo 
smo odlili v sterilno infuzijsko steklenico, pelet pa zavrgli. Odrabljeno gojišče (vodno 
fazo) smo shranili pri 4 °C do začetka izolacije zunajceličnih veziklov.  
 
3.2.2.3.2 Postopek izolacije zunajceličnih veziklov 
Izolacijo zunajceličnih veziklov smo izvedli v laboratorijih Inštituta za Biokemijo (IBK, 
Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Vrazov trg 2). Izolacijo sta izvajala asist. dr. 
Tilen Konte in tehnična sodelavka Špela Petelin pod vodstvom doc. dr. Metke Lenassi. 
 
Odrabljeno gojišče smo centrifugirali, da smo odstranili preostale celice. S tem smo 
preprečili morebitno nastajanje veziklov zaradi pritiska med filtracijo. Nato smo gojišče 
prefiltrirali skozi filter z velikostjo por 0,22 z membrano PES, ki smo jo pred uporabo 
sprali s pufrom PBS. S tem smo odstranili preostanek celic, večje zunajcelične vezikle in 
apoptotska telesca. Prefiltrirano gojišče smo skoncentrirali s sistemom Amicon Stirred 
Cell  (membrana z velikostjo por 100 kDa). Z nadtlakom v N2 jeklenki, povezani s 
filtrirnim sistemom, smo gojišče skoncentrirali do volumna približno 20 ml, ki ustreza 
volumnu ultracentrifugirke. Skoncentrirano gojišče smo prelili v ultracentrifugirko, 
membrano sprali s pufrom PBS ter ultracentrifugirko dopolnili do vrha. Vzorec smo 
prenesli v ohlajeni rotor ultracentrifuge, uravnovesili centrifugo in centrifugirali 1 h in 10 
min pri 100.000 × g in temperaturi 4 °C. Po centrifugiranju smo vodno fazo odstranili in 
pelet (izolirane zunajcelične vezikle) previdno resuspendirali v pufru PBS. Suspenzijo 
smo prenesli v mikrocentrifugirke in korak ultracentrifugiranja ponovili pod enakimi 
pogoji. Pelet smo nato resuspendirali v 100 µl pufra PBS. Pri resuspendiranju je bilo 
potrebno paziti na čim manj mehurčkov, ki lahko zaradi povečane površinske napetosti 
uničijo membrane veziklov. Suspenzijo veziklov smo razdelili na tri dele: 40 µl za 
testiranje vpliva na celično linijo, 40 µl za analizo velikosti delcev na AF4 in 20 µl za 
mikroskopiranje s presevnim elektronskim mikroskopom (TEM). Vzorce za testiranje 
vpliva na celično linijo smo shranili na ledu, ostale smo zamrznili pri temperaturi –20 °C 
v zamrzovalniku. 
 
Za testiranje vpliva poškodovanih veziklov na celično linijo smo pripravili tudi vzorce, 
ki smo jih po izolaciji resuspendirali v bidestilirani vodi ter večkrat odmrznili in zamrznili 
v tekočem dušiku (–195 °C). S tem smo povzročili osmotski šok, uničili membrane 
veziklov in sprostili vsebino molekul iz notranjosti v suspenzijo. Vzorce smo testirali na 
dan izolacije, do uporabe smo jih shranili na ledu. 
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3.2.2.4 Inhibicija sinteze melanina in določanje koncentracije proteinov in melanina v 
frakcijah veziklov 
Pripravili smo dve kulturi E. dermatitidis, pri čemer smo pri eni inhibirali sintezo 
melanina z dodatkom triciklazola (30 μg/ml v 96 % [v/v] etanolu) v gojišče YNB. 
Postopek priprave je bil enak gojenju glive brez inhibitorja (poglavje 3.2.2.3.1). 
 
3.2.2.4.1 Izolacija posameznih frakcij veziklov s saharoznim gradientom 
Postopek izolacije zunajceličnih veziklov smo izvedli enako kot pri prejšnjem testiranju, 
z razliko, da smo ultracentrifugiranje izvedli le enkrat. Pelet smo resuspendirali najprej v 
100 μl pufra PBS, nato pa dopolnili do 400 μl. Po spodnji preglednici (Preglednica 7) smo 
pripravili saharozni gradient s koncentracijami od 20 do 60 % (v/v) iz založne 
koncentracije 80 % saharoze (8 g/10 ml PBS), 11 različnih koncentracij. V centrifugirko 
smo nanesli po 400 μl vsake od koncentracij, na vrhu pa 400 μl suspenzije vzorca. Za 
vsak vzorec (z/brez inhibitorja) smo pripravili svojo centrifugirko z gradientom. 
Pripravljena vzorca smo ultracentrifugirali 18 h pri 100.000 × g in temperaturi 4 °C. Po 
centrifugiranju smo previdno odpipetirali po 400 μl vsake od 12 frakcij v svojo 1,5-ml 
mikrocentrifugirko.  
 
Preglednica 7: Priprava koncentracij saharoze iz založne koncentracije 80 % (w/v) saharoze. 
Koncentracija saharoze (%) Volumen založne raztopine (μl) Volumen PBS (μl) 
60 750 250 
56 700 300 
52 650 350 
48 600 400 
44 550 450 
40 500 500 
36 450 550 
32 400 600 
28 350 650 
24 300 700 
20 250 750 
 
Za določanje koncentracije proteinov in melanina v posamezni frakciji so v laboratorijih 
na IBK izvedli kvantifikacijo melanina z merjenjem absorbance posameznih frakcij pri 
400 nm ter kvantifikacijo proteinov s komercialnim testom BCA.   
 
Izolacijo veziklov kulture E. dermatitidis z/brez dodanega inhibitorja smo, razen 
saharoznega gradienta, ponovili po enakem postopku. Vzorca zunajceličnih veziklov 
(ED3 z in ED3 brez inhibitorja) smo uporabili za funkcionalne teste viabilnosti na celični 
liniji SH-SY5Y. 
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3.2.3 Testiranje viabilnosti celične linije 
Vse postopke, ki vključujejo gojenje celic SH-SY5Y, mikroskopiranje z invertnim 
mikroskopom in testiranje vpliva glivnih metabolitov (ne pa tudi neposredno glivnih 
celic), smo izvajali v laboratoriju Katedre za zoologijo, Skupine za nanobiologijo in 
nanotoksikologijo na Oddelku za biologijo na Biotehniški fakulteti UL, ki je ustrezno 
opremljen in ima inkubator za gojenje celičnih linij. Vsa ostala testiranja, ki vključujejo 
rokovanje z glivami, smo testirali na Katedri za molekularno genetiko in biologijo 
mikroorganizmov. 
 
3.2.3.1 Gojenje celične linije SH-SY5Y 
Za testiranje vpliva kvasovke E. dermatitidis in njenih metabolitov na nevrone smo v 
nalogi uporabili humano nevroblastomsko celično linijo SH-SY5Y, katerih celice delno 
posnemajo morfologijo nevronov. V navezi s somentorjem izr. prof. dr. Borisom Rogljem 
smo celično kulturo prejeli 1. 2. 2017 z Inštituta "Jožef Stefan" (IJS, Jamova cesta 39, 
Ljubljana). Pripravila jih je dr. Sonja Prpar Mihevc v laboratorijih na Odseku za 
biotehnologijo (B-3) na IJS.  
 
Celično linijo SH-SY5Y smo gojili v gojitvenih posodicah T-25 (posodice s površino 25 
cm2) v kompletnem gojišču za celice DMEM/F12. Celice smo inkubirali v celičnem 
inkubatorju pri temperaturi 37 °C s 5 % CO2 atmosfero in 95 % relativne vlage. 
Posamezne pasaže smo precepljali na vsake 3–4 dni, za testiranja pa uporabljali celice do 
35. pasaže.  
 
Celično linijo SH-SY5Y smo prejeli pri pasaži 26 in jo pripravili za shranjevanje. Kulturo 
smo nagojili v posodici T-75 (s površino 75 cm2) do konfluentne rasti. Gojišče smo 
odstranili s Pasteurjevo pipeto, povezano z vakuumsko črpalko, pritrjene celice sprali s 
pufrom PBS in dodali tripsin-EDTA. Med tripsinizacijo smo celice inkubirali približno 
1–2 min v inkubatorju, nato dodali sveže gojišče DMEM/F12 in jih prenesli v 
centrifugirko. Suspenzijo smo centrifugirali 5 min pri 1100 × g in sobni temperaturi. S 
črpalko smo odsesali gojišče, pelet pa resuspendirali v gojišču DMEM/F12 z dodanim 20 
% (v/v) FBS in 5 % (v/v) DMSO. Količine smo preračunali glede na število kriovial, ki 
smo jih želeli zamrzniti (v vsako vialo smo odpipetirali 1 ml). Viale smo ustrezno označili 
in zavili v večjo količino aluminijaste folije, ki deluje kot izolator in preprečuje prehitro 
zamrzovanje. Zavite v folijo smo do naslednjega dne shranili v zamrzovalniku pri 
temperaturi –20 °C, nato smo zamrznjene prestavili v tekoči dušik, kamor smo jih shranili 
do uporabe.  
 
Posamezno vialo smo odmrznili v vodni kopeli s temperaturo 37 °C, tekočo suspenzijo 
odpipetirali v predgreto gojišče DMEM/F12 in centrifugirali 5 min pri 1100 × g in sobni 
temperaturi. Gojišče smo s črpalko odsesali ter dodali 5 ml svežega gojišča DMEM/F12. 
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Celotno suspenzijo smo prenesli v gojitveno posodico T-25 in gojili v inkubatorju za 
celične linije. 
 
3.2.3.2 Preverjanje vpliva ekstraktov E. dermatitidis na celično linijo humanih 
nevroblastov SH-SY5Y 
Za testiranje viabilnosti oziroma kasneje citotoksičnosti ekstraktov glive E. dermatitidis 
na celično linijo smo uporabili test z nevtralno rdečim barvilom. Testiranje s tem 
reagentom omogoča kvantitativno oceno števila živih celic v kulturi. Barvilo lahko pri 
fiziološkem pH (7,4) penetrira skozi celično membrano in membrano lizosomov. Ker 
imajo zdrave celice kisel pH, se barvilo po vstopu pozitivno nabije in ujame v notranjosti. 
Barvilo iz živih celic izločimo s topilom, sestavljenim iz ocetne kisline in etanola. 
Kvantificiramo ga spektrofotometrično z merjenjem absorbance pri valovni dolžini 550 
nm (Repetto, 2008). 
 
Iz založne koncentracije sterilne raztopine barvila nevtralno rdeče smo pripravili 
raztopino s koncentracijo 0,4 mg/ml. Pripravili smo tudi topilo barvila iz etanola, ocetne 
kisline in destilirane vode v razmerju 50 : 1 : 49. 
3.2.3.2.1 Priprava testnih suspenzij 
Pred testiranjem na celični liniji smo glivnim ekstraktom in odrabljenemu gojišču s pH-
lističi (skala pH 6,5–10) določili približen pH in ga z dodatkom 1 M NaOH umerili na 
fiziološkega (pH 7,4). Redčitve posameznih tretmajev smo pripravili po spodnjih 
preglednicah (Preglednici 8 in 9). Začetna koncentracija vodnega ekstrakta (v PBS) je 
bila 44 mg/ml, etanolnega ekstrakta pa 45 mg/ml. Končne koncentracije tretmaja v 
odstotku/luknjico smo izračunali glede na volumen tretmaja (50 µl) dodanega kulturi 
celične linije (100 µl).  
 
Preglednica 8: Koncentracije pripravljenih tretmajev (%) za testiranje na celični liniji SH-SY5Y. 
 Etanolni ekstrakt (v DMSO) 
Vodni ekstrakt (v PBS)/Odrabljeno 
gojišče DMEM/F12 
Tretma 
Začetna koncentracija 
tretmaja (% [v/v]) 
Končna 
koncentracija  
(%/luknjico) 
Začetna 
koncentracija 
tretmaja (% [v/v]) 
Končna 
koncentracija 
tretmaja 
(%/luknjico) 
c1 25 8,3 50 16,7 
c2 18 6 38 12,7 
c3 12 4 25 8,3 
c4 9 3 18 6 
c5 6 2 12 4 
c6 3 1 9 3 
c7 1,5 0,5 6 2 
c8 0,75 0,25 3 1 
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Preglednica 9: Končna koncentracija tretmaja (mg/ml), testiranega na celični liniji SH-SY5Y. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Zgornja preglednica (Preglednica 9) prikazuje izračune končne koncentracije tretmaja v 
mg/ml, ki smo jih dodali kulturi celične linije. Enačba (3) prikazuje primer izračuna 
koncentracije.  
 
𝑐𝑘𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟 [
mg
ml
] =
 𝑐𝑧 × 𝑐𝑘 % [
%
𝑙𝑢𝑘𝑛𝑗𝑖𝑐𝑜]
100 %
=
 45
mg
ml × 8,3 %
100 %
 
…(3) 
ck ekstr – končna koncentracija ekstrakta dodanega kulturi celične linije (mg/ml) 
cz – začetna koncentracija ekstrakta (mg/ml) 
ck % – odstotna koncentracija tretmaja dodanega kulturi celične linije (%/luknjico) 
 
 
3.2.3.2.2 Izvedba testa z barvilom nevtralno rdeče 
V 96-luknjično mikrotitrsko ploščo smo nacepili tripsinizirane celice SH-SY5Y (glej 
sliko 3). V posamezno luknjico smo odpipetirali 100 µl suspenzije celic v gojišču 
DMEM/F12 s koncentracijo 2 × 105 celic/ml (20.000 celic/luknjico). Nacepljene celice 
smo 24 ur inkubirali v inkubatorju za celične linije. Nato smo pripravili ustrezne 
koncentracije izbranega testnega ekstrakta v gojišču za celice (s koncentracijo 3-krat 
večjo od končne) in po inkubaciji celicam dodali 50 µl v posamezne luknjice. Kot 
pozitivno kontrolo smo celicam dodali 50 µl gojišča DMEM/F12 in topila, v katerem smo 
pripravili testno snov v razmerju, enakem najvišji koncentraciji testne snovi, dodane 
celični liniji. Kot negativno kontrolo pa smo dodali 50 µl 4 mM H2O2 s končno 
koncentracijo 1 mM v gojišču. Inokulirane celice s testnimi suspenzijami in kontrolne 
suspenzije smo inkubirali 48 ur.  
 
 Ekstrakt v pufru PBS Etanolni ekstrakt (v DMSO) 
Tretma 
Končna koncentracija 
ekstrakta (mg/ml) 
Končna koncentracija 
ekstrakta (mg/ml) 
c1 7,4 3,7 
c2 5,6 2,7 
c3 3,7 1,8 
c4 2,6 1,4 
c5 1,8 0,9 
c6 1,3 0,5 
c7 0,9 0,2 
c8 0,4 0,1 
?
?
?
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
? ?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
???
?
?
???????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
?
???????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
?????????? ?????? ?????? ?????? ?????????? ????????? ?? ?????? ?????????? ??????? ?? ????????
?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
?????????????????????????????????????????????????????????????????????? ??????? ????????????
??????? ???? ?????? ??????????? ????? ??? ??????????? ???????? ??? ?????? ????????????????????
???????????????????????????????????????????????????????
?
?????????? ????????????????????
???????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
?????????? ????????? ?????????? ???????????? ???????? ?? ????????? ??? ???????? ????? ????????
???????????????????????????????? ??????????????????????????????????????????????????????
?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
????? ?????? ??? ?????? ???????? ???? ????? ?????????? ?? ??????????????? ???? ??? ????? ???????
??????????????????????????????????????? ????????????????????????????????????????????
??????????????
?
? ?
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?
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?
?
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3.2.3.3 Preverjanje vpliva hlapnih produktov črne kvasovke E. dermatitidis na humano 
nevroblastomsko celično linijo SH-SY5Y 
V 200-ml erlenmajerici smo pripravili 30 ml tekočega gojišča ME (pH umerjen z 1 M 
NaOH na 7,4). V gojišče smo nacepili celotno cepilno zanko kulture E. dermatitidis iz 
gojišča MEA, ki je bila inkubirana 7 dni. Nacepljeno kulturo smo inkubirali 1, 2 in 8 dni 
v inkubatorju pri temperaturi 25 °C s stresanjem (Innova 2300, New Brunswick, ZDA) 
pri 180 rpm. Nato smo pripravili sedem 12-luknjičnih mikrotitrskih plošč – tri za 
testiranje, štiri za kontrolo. V vseh sedem mikrotitrskih plošč smo nacepili 500 µl 
suspenzije celic SH-SY5Y v gojišču DMEM/F12 s koncentracijo 2 × 105 celic/luknjico. 
Suspenzijo celic smo nacepili le v srednji 2 luknjici mikrotitrske plošče in inkubirali 24 
ur v inkubatorju za celične linije, in sicer pri temperaturi 37 °C s 5 % CO2 in pri 95 % 
relativni zračni vlagi. 
 
Po 24-urni inkubaciji glive v gojišču ME smo s svetlobnim mikroskopom določili število 
celic/ml z Neubauerjevo števno komoro in pripravili ustrezno redčitev kulture v gojišču 
ME s končno koncentracijo 107/ml. V ostale prazne luknjice na robovih 12-luknjične 
mikrotitrske plošče z nacepljenimi celicami SH-SY5Y smo odpipetirali 500 µl suspenzije 
(glej sliko 4). Luknjice s suspenzijo glivne kulture smo prelepili z avtoklaviranimi 
cigaretnimi lističi, ki smo jih na mikrotitrsko ploščo pritrdili s sterilno pripravljenim 
lepilom iz krompirjevega škroba in vode (v razmerju 3 : 2). Cigaretne lističe smo 
uporabili, da bi preprečili morebiten prenos kvasnih celic E. dermatitidis na celično linijo 
SH-SY5Y. Nacepljeno mikrotitrsko ploščo smo 2 dni inkubirali v inkubatorju za celične 
linije. 
 
Na enak način smo pripravili suspenzijo glivne kulture po 3 in 8 dneh inkubacije, 
odpipetirali 500 µl ustrezne koncentracije v mikrotitrsko ploščo z nacepljenimi celicami 
SH-SY5Y in prelepili s cigaretnimi lističi. Nacepljeni mikrotitrski plošči smo 2 dni 
inkubirali pri enakih pogojih. Z različno starimi kulturami smo po končni inkubaciji 
dobili ustrezne časovne intervale gojenja glive – 3, 5 in 10 dni. Po ustreznih inkubacijskih 
časih smo izvedli testiranje viabilnosti z barviloma tripansko modrilo in nevtralno rdeče, 
ki smo ga izvedli le za 5 dni gojenja. Kot pozitivno kontrolo smo v treh mikrotitrskih 
ploščah, v enakih časovnih intervalih in na enak način, gojili nacepljene celice SH-SY5Y 
z gojiščem DMEM namesto glive v okoliških luknjicah. Kot negativno kontrolo smo 
namesto glive v okoliške luknjice mikrotitrske plošče odpipetirali enako količino 96 % 
(v/v) etanola. S tem smo preverili prehajanje hlapnih metabolitov skozi cigaretne lističe. 
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uporabljene za testiranje vpliva na celično linijo, so navedene spodaj (Preglednica 10). 
Na enak način smo pripravili redčitve vzorcev suspenzije veziklov, ki smo jih pred 
testiranjem modificirali s temperaturnim šokom (z zamrzovanjem/odmrzovanjem).  
 
Izvedli smo tudi testiranje, kjer smo poleg veziklov kvasovke E. dermatitidis sočasno 
testirali še najvišji dve koncentraciji (50- in 33-odstotno) suspenzije veziklov kvasovke 
Saccharomyces cerevisiae, divji tip S288C (sev BY4741; MATa; his3Δ1; leu2Δ0; 
met15Δ0; ura3Δ0). Gojenje glivne kulture in nadaljnje postopke izolacije zunajceličnih 
veziklov so izvedli v laboratorijih na Inštitutu za Biokemijo, MF. Po izolaciji in transportu 
na Biotehniško fakulteto smo posamezne vzorce v 40 µl pufra PBS raztopljenih veziklov 
centrifugirali 10 min pri 17000 × g in sobni temperaturi. Po centrifugiranju smo vodno 
fazo prenesli v sterilno 1,5-ml mikrocentrifugirko, pelet pa previdno resuspendirali v 100 
µl pufra PBS. Vodni fazi centrifugiranih vzorcev veziklov (40 µl), smo dodali 60 µl pufra 
PBS, nato pa tako vodno fazo, kot tudi suspenzijo peleta, dodatno redčili z 800 µl gojišča 
DMEM/F12 (končni volumen je 900 µl). Koncentracije za testiranje smo pripravili na 
enak način, kot je prikazano spodaj (preglednica 10), kjer smo pri vzorcih veziklov S. 
cerevisiae testirali le prvi dve koncentraciji.  
 
Preglednica 10: Priprava koncentracij in končna koncentracija tretmaja, testiranega na celični liniji SH-
SY5Y. 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
* začetna koncentracija v 1500 µl; iz luknjic odstranimo 25 µl gojišča in dodamo 75 µl tretmaja/luknjico 
** začetna koncentracija v 1500 µl; dodamo 50 µl tretmaja/luknjico 
 
Končno koncentracijo delcev za testiranje pri izolaciji veziklov iz glive E. dermatitidis  
lahko ocenimo glede na analizo enega vzorca z AF4-napravo, ki je v vzorcu 25 µl izmerila 
gostoto delcev 5,26 × 109. Količino veziklov smo ocenili in rezultate funkcionalnih testov 
ovrednotili na podlagi meritev OD600. 
 
Vpliv zunajceličnih veziklov obeh kvasovk na celično linijo SH-SY5Y smo testirali v 96-
luknjični mikrotitrski plošči. Preverjali smo viabilnost celične linije z nevtralno rdečim 
barvilom po protokolu, opisanem pri testiranju glivnih ekstraktov (poglavje 3.2.3.2). 
Načrt mikrotitrske plošče za testiranje vpliva testne snovi prikazuje slika (Slika 3). 
Razlika je le v številu ponovitev. Za testiranje vpliva veziklov smo pripravili tri tehnične 
 Glivni zunajcelični vezikli 
Tretma 
Začetna koncentracija 
tretmaja (% [v/v]) 
Končna koncentracija  
(%/luknjico) 
c1 100 * 50 
c2 100 ** 33 
c3 50 17 
c4 33 8,3 
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ponovitve testne suspenzije (ter kontrolni ponovitvi brez celic), saj smo želeli čim bolj 
koncentrirano suspenzijo.  
 
3.2.4 Vizualizacija interakcije črne kvasovke E. dermatitidis in celične linije 
humanih nevroblastov 
 
3.2.4.1 Vrstična elektronska mikroskopija – SEM (angl. Scanning Electron 
Microscopy) 
Fiksacijo, nadaljnjo pripravo vzorcev in vrstično elektronsko mikroskopijo (v 
nadaljevanju SEM) smo izvajali v laboratorijih Katedre za zoologijo, Skupine za 
funkcionalno morfologijo živali in razvojno biologijo, v sodelovanju s prof. dr. Rokom 
Kostanjškom in s pomočjo tehnične sodelavke Katje Zdešar Kotnik. 
 
Priprava vzorcev 
Pripravili smo okrogla stekelca (2r = 10 mm), ki smo jih razmastili z acetonom in 
sterilizirali z avtoklaviranjem. Medtem smo v sterilno 15-ml centrifugirko pripravili 
raztopino poli-L-lizina v destilirani vodi z razmerjem 1 : 10 in vsebino sterilizirali s 
filtriranjem skozi filter z 0,22-µm porami v svežo centrifugirko. Stekelca smo sterilno 
prenesli v 24-luknjično mikrotitrsko ploščo, na vsako stekelce odpipetirali 1 ml raztopine 
poli-L-lizina in inkubirali 30 min pri sobni temperaturi. Po inkubaciji smo z vakuumsko 
črpalko odstranili poli-L-lizin in stekelca 3-krat sprali s pufrom PBS. Stekelca smo v 
mikrotitrski plošči čez noč sušili v topli sobi pri temperaturi 37 °C.  
 
Naslednji dan smo na osušena stekelca nacepili tripsinizirane celice SH-SY5Y. 
Koncentracijo celic smo določili s štetjem pod mikroskopom z Bürker-Türkovo števno 
komoro. V posamezno luknjico smo odpipetirali 500 µl suspenzije celic s koncentracijo 
6 × 104 celic/luknjico. Nacepljene celice smo 3 dni gojili v inkubatorju za celične linije.  
 
Po inkubaciji smo celice pogledali pod svetlobnim invertnim mikroskopom, s čimer smo 
potrdili rast (preraščenih 70 % stekelca). V 1 ml gojišča DMEM/F12 smo pripravili 
suspenzijo kulture E. dermatitidis iz gojišča MEA, inkubirane 7 dni. Pripravili smo 
ustrezno redčitev suspenzije gliv s končno koncentracijo 105 celic/luknjico. Iz vsake 
luknjice s preraščenimi celicami smo odstranili odrabljeno gojišče in odpipetirali 200 µl 
svežega gojišča. V vsako luknjico smo dodali 100 µl suspenzije gliv in inkubirali v 
inkubatorju za celične linije, in sicer 1–4 dni. Pripravili smo dve tehnični ponovitvi 
vsakega od vzorcev, inkubiranih v različnih časovnih intervalih in tri biološke ponovitve. 
Kot negativno kontrolo, kjer glive nismo izpostavili celični liniji, smo namesto glive 
dodali 100 µl gojišča DMEM/F12. Pri odstranjevanju gojišča, prestavljanju stekelc in 
drugih korakih priprave smo pazili, da smo na izhlapevanje vplivali v čim manjši meri. 
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Prav tako smo pri celotnem postopku odpadne reagente odlili v za to namenjene 
steklenice za odpad. 
 
Fiksacija vzorca 
Po ustrezni inkubaciji smo stekelce aseptično prenesli v sterilno 12-luknjično 
mikrotitrsko ploščo, dodali 200 µl svežega gojišča DMEM/F12 in rast ustavili z 
dodatkom dveh volumnov fiksacijskega reagenta (400 µl). Fiksativ za SEM-mikroskopijo 
sestavljata dva aldehida, ki povzročata zamrežitev proteinov. Glutaraldehid proteine 
počasi in močno zamreži, medtem ko paraformaldehid zamreži proteine hitreje, vendar z 
manjšo afiniteto. Stekelca v fiksativu smo inkubirali vsaj 1 uro ali več dni, oziroma toliko, 
da smo pri vseh zaporednih vzorcih prišli do enake faze. Med inkubacijo smo mikrotitrsko 
ploščo oblepili s parafilmom in jo hranili v hladni sobi pri temperaturi 4 °C, da smo 
omejili možnost izhlapevanja fiksativa. Po končani inkubaciji smo s plastičnimi 
Pasteurjevimi pipetami odstranili večino fiksativa in stekelca sprali z 0,1 M Na-fosfatnim 
pufrom (3-krat po 3 min). Celoten postopek od fiksacije do dehidracije in sušenja smo 
izvajali v digestoriju. 
 
Post-fiksacija vzorca 
Po spiranju s pufrom smo vzorce fiksirali z raztopino 1-odstotnega osmijevega tetroksida 
(OsO4) v bidestilirani vodi. Sekundarna fiksacija z OsO4 je potrebna za zamreženje 
lipidov. Stekelca smo tik po spiranju z Na-fosfatnim pufrom prestavili v steklene 
posodice, na vsakega kanili kapljico OsO4 in inkubirali 20 min pri sobni temperaturi. Po 
inkubaciji smo s Pasteurjevimi pipetami odstranili fiksativ in stekelca sprali z 
bidestilirano vodo (3-krat po 3 min), pri čemer smo bili pozorni, da smo odstranili ves 
osmijev tetroksid. 
 
Dehidracija vzorca 
Sekundarni fiksaciji je sledilo odstranjevanje vode iz vzorcev z evaporacijo z ustreznimi 
kemičnimi sredstvi, s katerimi smo nadomestili vodo v vzorcih. Dehidracijo smo izvedli 
z različnimi koncentracijami alkohola, ki smo ga postopoma zamenjali s 
heksametildisilazanom (HMDS), tj. topilom, ki se uporablja kot alternativa pri koraku 
sušenja do kritične točke. Vzorcem smo postopoma odtegnili vodo z menjavo alkoholov 
v vrstnem redu koncentracij 50 % (v/v), 5 min, 70 % (v/v), 3 min, 90 % (v/v), 3 min in 
100 % (v/v), 3-krat po 3 min. Vsako raztopino alkohola smo po končani 3-minutni 
inkubaciji najprej odstranili in dodali višjo koncentracijo. Po zadnjem koraku 100-
odstotni etanol postopoma nadomestimo s topilom HMDS, v razmerjih (etanol/HMDS) 2 
: 1, 1 : 1 in 1 : 2. Vsako raztopino smo nakapali neposredno na stekelce in inkubirali 3 
minute. V končnem koraku dehidracije smo alkohol v celoti nadomestili s topilom HMDS 
in inkubirali 3 minute. Po inkubaciji smo korak ponovili in odprte steklene posodice čez 
noč sušili v digestoriju.  
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Nadaljnja obdelava vzorcev 
Vzorce smo po sušenju pritrdili na valjaste kovinske nosilce. Električno prevodnost smo 
zagotovili s pritrjanjem stekelca na samolepilni trak, prevlečen z ogljikom, ob straneh pa 
smo stekelca rahlo premazali s srebrom. Srebro poveča prevodnost, ker dodatno pritrdi 
stekelca na nosilec in zmanjša šum ter zamegljenost slik pri mikroskopiranju. Vzorce smo 
z aparaturo za napraševanje kovin prekrili s tanko plastjo platine. S premazom zaščitimo 
vzorec in povečamo prevodnost. V celotnem procesu smo najprej zagotovili atmosfero 
brez kisika, ki smo ga s črpalko zamenjali za žlahtni plin argon. Počasi smo ustvarili 
vakuum do približno 10-2 mbar, nato pa dodali visok električni tok, s čimer smo premazali 
vzorce s platino (črno obarvani). Z zrakom se površina platine uničuje, atomi argona pa 
jo segrejejo in topijo, kar omogoča popolno prekritost celotnega vzorca. Platina ima fine 
granule (v nm), zato je za premaz bolj primerna od zlata. Deli vzorca, premazani s 
srebrom, evaporirajo, kar podaljša čas sušenja. Vzorce smo po končanem napraševanju 
shranili v eksikatorju (Kladnik, 2006). 
 
Mikroskopiranje 
Vsak vzorec posebej smo vstavili v začetni del mikroskopa in počakali, da se je vzpostavil 
vakuum. Nato smo vzorec z nosilcem potisnili v območje mikroskopa s snopom 
elektronov in s pomočjo inštrumentov za ročno procesiranje, slike projicirali na 
računalniški zaslon. Za procesiranje slik smo uporabili programsko opremo v sklopu 
mikroskopa JSM-7500F, za nadaljnjo obdelavo pa ImageJ (Fiji) in orodja Microsoft 
Office. 
 
3.2.4.2 Fluorescentna konfokalna mikroskopija 
Večji del fiksacije, nadaljnjo pripravo vzorcev in mikroskopiranje s konfokalnim 
mikroskopom smo izvajali v laboratorijih Katedre za Biokemijo na Fakulteti za kemijo 
in kemijsko tehnologijo, Univerze v Ljubljani, v sodelovanju z doc. dr. Vero Župunski. 
 
Priprava vzorcev 
Za vizualizacijo interakcije glive in celične linije SH-SY5Y s konfokalnim mikroskopom 
smo pri nacepljanju celic uporabili okrogla stekelca s premerom 13 mm. Vzorce smo 
pripravili na enak način kot pri mikroskopiji z elektronskim SEM-mikroskopom 
(poglavje 3.2.4.1) Pripravili smo dve 12-luknjični mikrotitrski plošči za vzorce prvih dveh 
dni inkubacije. 
 
Fiksacija vzorcev 
Iz luknjic smo odstranili celotno odrabljeno gojišče, vsako 3-krat previdno sprali z 1 ml 
pufra PBS, po zadnjem spiranju pa fiksirali z dodatkom 0,5 ml 4-% formaldehida. 
Stekelca s fiksativom smo inkubirali 15–20 min pri temperaturi 4 °C v hladilniku. Nato 
smo odstranili fiksativ in stekelca 3-krat sprali z 1 ml pufra PBS, kjer smo po zadnjem 
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spiranju pufer pustili v luknjicah. Mikrotitrske plošče smo do uporabe hranili pri 
temperaturi 4 °C v hladilniku.  
 
3.2.4.2.1 Priprava preparatov 
Po končani fiksaciji smo stekelca z vzorci barvali s fluorescenčnimi označevalci v obliki 
fluorescenčnih barvil ali fluorescenčno označenih protiteles. 
Barvanje z reagentom DAPI  
Na objektno steklo smo kanili kapljico reagenta mešanice DAPI z raztopino za boljšo 
vizualizacijo in nanjo položili stekelce z zgornjo stranjo navzdol. Preparat smo sušili pri 
sobni temperaturi najmanj 2 uri, in sicer v temi. Iz vsake mikrotitrske plošče smo 
pripravili štiri preparate z reagentom DAPI, dva kontrolna vzorca samo s celično linijo in 
dva tretirana vzorca.  
Imunofluorescenca 
Pripravili smo raztopino za blokiranje in permeabilizacijo, ki omogoča prenos protiteles 
znotraj celice. Raztopina vsebuje 5 % (v/v) FBS v pufru PBS, ki mu dodamo 0,1 % (v/v) 
Triton X-100. Fiksirana stekelca smo prestavili v svežo 12-luknjično mikrotitrsko ploščo, 
v luknjice odpipetirali 1 ml raztopine za permeabilizacijo in inkubirali 30 min pri sobni 
temperaturi. Po  inkubaciji smo odstranili raztopino in stekelca 4-krat sprali s pufrom 
PBS. Pripravili smo ustrezne redčitve fluorescenčnih barvil in protiteles v raztopini za 
permeabilizacijo (glej Preglednico 11). Na parafilm smo nanesli kapljice s po 18 µl 
raztopine primarnih kunčjih protiteles anti-aktin, nanje smo postavili navzdol obrnjena 
stekelca ter inkubirali 1,5 ure. Po inkubaciji smo stekelca 4-krat sprali s pufrom PBS in 
1-krat z destilirano vodo. Na svež parafilm smo nanesli kapljice s po 18 µl raztopine 
sekundarnih protiteles in inkubirali 1 uro, v temi. Sledil je korak spiranja s pufrom PBS 
(4-krat) in destilirano vodo (1-krat). Za vsak vzorec smo imeli po štiri tehnične ponovitve, 
dve inkubirani s sekundarnimi protikunčjimi protitelesi Alexa Fluor 488 in dve z Alexa 
Fluor 647. Pripravili smo tudi dva kontrolna vzorca, kjer smo uporabili le sekundarni 
protitelesi, vsako za en vzorec. Po končanem tretiranju s sekundarnimi protitelesi in 
spiranju smo preparate z vzorci, označenimi s protitelesi, pripravili na enak način kot 
preparate z barvilom DAPI. Preparate smo do sušenja shranili pri sobni temperaturi v 
temi, po sušenju pa do mikroskopiranja pri temperaturi 4 °C. 
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Preglednica 11: Prikaz razmerja redčenja fluorescenčnih označevalcev v raztopini za blokiranje in 
permeabilizacijo. 
Fluorescenčni označevalec Razmerje redčenja (označevalec : raztopina) 
Primarno kunčje protitelo anti-aktin 
1 : 30 
Sekundarno protikunčje protitelo IgG 
(H+L), Alexa Fluor® 488 konjugat (A-488) 1 : 500 
Sekundarno protikunčje protitelo IgG 
(H+L), Alexa Fluor® 647 konjugat (A-647) 1 : 500 
 
Mikroskopiranje 
Vsak preparat posebej smo vstavili v mikroskop in pregledali najprej pod svetlobno 
mikroskopijo z diferencialnim interferenčnim kontrastom (DIC). Nato smo vzorec 
obsevali z laserji valovnih dolžin modre, zelene in rdeče svetlobe, pri čemer smo definirali 
jedra nevroblastomskih celic SH-SY5Y (modra, DAPI), šibko avtofluorescenco glive 
(zelena), aktin v celicah SH-SY5Y, označen s sekundarnimi protikunčjimi protitelesi A-
488 (zelena) in A-647 (rdeča). Za procesiranje slik smo uporabili programsko opremo 
Leica, za nadaljnjo obdelavo pa ImageJ (Fiji) in orodja Microsoft Office. 
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Preglednica 14: Glivni izolati, izolirani iz mravelj in identificirani z orodjem BLASTn, glede na 
pomnoževano zaporedje ITS oziroma LSU. V prvem stolpcu je podana vrsta mravlje, iz katere je bila gliva 
izolirana, v zadnjih dveh stolpcih pa tehnike izolacije gliv in temperatura inkubacije. 
Vrsta 
mravlje 
Lasius 
Št. 
EXF- Identificirana vrsta 
Način 
identifikacije z 
BLASTn 
Ujemanje s 
podatkovno 
bazo 
BLAST (%) 
Tehnika, 
temperatura 
(°C) 
L
. u
m
br
at
us
 
11427 Penicillium pulvillorum po tipskih sevih 100 hoja po agarju 
(tween) 
11428 Chalara holubovae po tipskih sevih 100 hoja po agarju 
(tween), 37 
11429 Podospora didyma po okoljskih sevih 98 hoja po agarju 
(NaCl) 
11430 Penicillium pulvillorum po tipskih sevih 100 hoja po agarju 
(NaCl) 
11431 Penicillium spp. po tipskih sevih 100 flotacija 
11432 Penicillium pulvillorum po tipskih sevih 100 flotacija, 37 
11460 Penicillium 
lilacinoechinulatum 
po tipskih sevih 99 hoja po agarju 
(tween) 
11461 Trichoderma 
citrinoviride 
po tipskih sevih 100 hoja po agarju 
(NaCl) 
11462 Penicillium pulvillorum po tipskih sevih 100 hoja po agarju 
(neoprane) 
11463 Cladosporium spp. po tipskih sevih 99 hoja po agarju 
(NaCl) 
11464 Infundichalara 
microchona 
po okoljskih sevih 97 hoja po agarju 
(NaCl) 
11465 Infundichalara 
microchona 
po okoljskih sevih 97 hoja po agarju 
(NaCl) 
11466 Conferticium 
ochraceum 
po okoljskih sevih 99 hoja po agarju 
(tween) 
11467 Chalara holubovae po tipskih sevih 100 hoja po agarju 
(tween) 
L
. n
ig
er
 
11433 Mortierella gemmifera po tipskih sevih 99 hoja po agarju 
(NaCl) 
11434 Penicillium spp. po tipskih sevih 100 hoja po agarju 
(tween), 37 
11435 Penicillium spp. po tipskih sevih 100 hoja po agarju 
(tween), 37 
11436 Penicillium pulvillorum po tipskih sevih 100 hoja po agarju 
(tween), 37 
11468 Gibellulopsis nigrescens po tipskih sevih 100 hoja po agarju 
(NaCl) 
11469 Cladosporium 
sphaerospermum 
po tipskih sevih 100 hoja po agarju 
(neoprane) 
11470 Talaromyces atricola po tipskih sevih 99 flotacija 
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Preglednica 15: Glivni izolati, izolirani iz gnezda mravelj in identificirani z orodjem BLASTn, glede na 
pomnoževano zaporedje ITS oziroma LSU. V prvem stolpcu je podana številka vzorca gnezda, iz katerega 
je bila gliva izolirana, v zadnjem stolpcu so podane tehnike izolacije, gojišče izolata, temperatura 
inkubacije. 
Vzorec 
Št. 
EXF- Identificirana vrsta 
Način 
identifikacije z 
BLASTn 
Ujemanje s 
podatkovno 
bazo 
BLAST (%) 
Tehnika (gojišče), 
temperatura (°C), 
številka vzorca 
1 
12053 Candida californica po tipskih sevih 99 flotacija (DRBC), 
25 
12054 Candida tsuchiyae po tipskih sevih 100 flotacija (DRBC), 
25 
12055 Pseudotremella 
allantoinivorans 
po tipskih sevih 100 flotacija (DRBC), 
25 
12056 Trichoderma 
atrobrunneum  
po tipskih sevih 100 flotacija (DRBC), 
25 
12057 Candida californica po tipskih sevih 99 razmaz (MEA), 
37 
12058 Candida tsuchiyae po tipskih sevih 100 razmaz (DG18), 
25 
12059 Candida tsuchiyae po tipskih sevih 100 razmaz (DG18), 
25 
12060 Aspergillus 
montevidensis 
po tipskih sevih 100 razmaz (DG18), 
37 
12086 Schwanniomyces spp. po tipskih sevih 100 razmaz (MEA), 
37 
12205 Phialophora americana po okoljskih 
sevih 
99 flotacija (DRBC), 
37 
12206 Phialophora americana po okoljskih 
sevih 
99 flotacija (DRBC), 
37 
2 
12061 Penicillium crustosum po okoljskih 
sevih 
98 vklop (DG18), 25 
12062 Phialophora americana po tipskih sevih 97 flotacija (DRBC), 
37 
12063 Phialophora americana po tipskih sevih 97 flotacija (DRBC), 
37 
12064 Phialophora americana po tipskih sevih 97 flotacija (DRBC), 
37 
12065 Penicillium westlingii  po okoljskih 
sevih 
100 flotacija (DRBC), 
25 
12066 Debaryomyces spp. po tipskih sevih 100 flotacija (DG18), 
25 
12067 Trichoderma spp. po tipskih sevih 100 vklop (DG18), 25 
12069 Debaryomyces spp. po tipskih sevih 100 razmaz (MEA), 
25 
12072 Phialophora americana po tipskih sevih 97 razmaz (DRBC), 
25 
3 
12074 Debaryomyces spp. po tipskih sevih 99 flotacija (DG18), 
25 
12075 Penicillium 
bialowiezense 
po okoljskih 
sevih 
99 flotacija (DG18), 
25 
12076 Debaryomyces spp. po tipskih sevih 99 flotacija (DG18), 
25 
          Se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 15: Glivni izolati, izolirani iz gnezda mravelj in identificirani z orodjem 
BLASTn, glede na pomnoževano zaporedje ITS oziroma LSU.   
 
Vzorec 
Številka 
EXF- Identificirana vrsta 
Način 
identifikacije z 
BLASTn 
Ujemanje s 
podatkovno 
bazo 
BLAST 
(%) 
Tehnika 
(gojišče), 
temperatura (°C), 
številka vzorca 
3 
12077 Pseudotremella 
allantoinivorans 
po tipskih sevih 100 flotacija (DRBC), 
25 
12078 Pseudotremella 
allantoinivorans 
po tipskih sevih 99 flotacija (DRBC), 
25 
12081 Pseudotremella 
allantoinivorans 
po tipskih sevih 100 flotacija (DRBC), 
25 
12082 Phialophora americana po tipskih sevih 97 flotacija (DRBC), 
37 
12083 Schwanniomyces spp. po tipskih sevih 99 razmaz (DG18), 
25 
12084 Nectria nigrescens  po okoljskih sevih 100 razmaz (DG18), 
25 
12085 Trichosporon guehoae po tipskih sevih 99 razmaz (DRBC), 
37 
12088 Aspergillus 
montevidensis 
po okoljskih sevih 100 vklop (MY10-
12), 25 
12089 Aspergillus tubingensis  po tipskih sevih 100 vklop (MY10-
12), 25 
12090 Aspergillus tubingensis po okoljskih sevih 100 vklop (MY10-
12), 25 
12091 Penicillium crustosum po okoljskih sevih 98 vklop (MY10-
12), 25 
12092 Penicillium 
sanguifluum,  
po okoljskih sevih 97 vklop (MY10-
12), 25 
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osamljenih iz gnezda mravelj s pripadajočimi EXF-številkami, ter zaporedij iz 
podatkovne baze BLAST (okoljska in tipska zaporedja), označenimi z oznakami iz 
podatkovne baze in dopisom tipski sev (Type_material). Slika 12 prikazuje primerjavo 
sevov vseh osamljenih vrst iz gnezda mravelj, Slika 13 pa primerjavo sevov, ki smo jih 
vključili v izbor najsorodnejše in potencialno nevrotropne vrste izolirane iz naravnega 
okolja ter njihovih sorodnih vrst iz podatkovne baze BLAST.  
 
Pri filogenetski analizi smo se osredotočili na čimbolj uspešno identifikacijo vrste sevov 
rodu Phialophora, ki se izmed vseh osamljenih gliv iz gnezda mravelj edina uvršča v isto 
družino Herpotrichiellaceae kot E. dermatitidis. Rezultati primerjave več tipskih in 
okoljskih sevov iz podatkovne baze BLAST prikazujejo največjo podobnost osamljenih 
sevov z vrsto Phialophora americana (EU514691.1).  
 
Podatki zaporedja P. americana iz podatkovne baze: sev UAMH 10872, identifikacija: 
18 S rRNA, delno zaporedje; ITS 1, 5,8 S rRNA in ITS 2, celotno zaporedje; 28 S rRNA, 
delno zaporedje. 
 
 
 
Slika 12: Filogenetsko drevo vseh sevov, osamljenih iz gnezda mravelj, skonstruirano s programom 
MEGA6; rekonstrukcija z metodo največje verjetnosti (angl. Maximum Likelihood), z modelom K2+G 
(Kimura 2-parametrični z gama porazdelitvijo), bootstrap metoda (število ponovitev 500). 
 EXF 12066 Debaryomyces spp.
 EXF 12069 Debaryomyces spp.
 EXF 12074 Debaryomyces spp.
 EXF 12076 Debaryomyces spp.
 EXF 12083 Schwanniomyces spp. (Debaryomices spp.)
 EXF 12086 Schwanniomyces vanrijiae var. vanrijiae (Debaryomyces vanrijiae var. vanrijiae)
 EXF 12085 Trichosporon guehoae
 EXF 12055 Pseudotremella allantoinivorans
 EXF 12077 Cryptococcus allantoinivorans
 EXF 12078 Cryptococcus allantoinivorans
 EXF 12081 Cryptococcus allantoinivorans
 EXF 12053 Candida californica
 EXF 12057 Candida californica
 EXF 12054 Candida tsuchiyae
 EXF 12058 Candida tsuchiyae
 EXF 12059 Candida tsuchiyae
 EXF 12056 Trichoderma atrobrunneum
 EXF 12067 Trichoderma spp.
 EXF 12062 Phialophora spp.
 EXF 12063 Phialophora spp.
 EXF 12064 Phialophora spp.
 EXF 12072 Phialophora spp.
 EXF 12082 Phialophora spp.
 EXF 12205 Phialophora spp.
 EXF 12206 Phialophora spp.
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Slika 13: Filogenetsko drevo sevov, osamljenih iz gnezda mravelj, rodu Phialophora, skonstruirano s 
programom MEGA6; rekonstrukcija z metodo največje verjetnosti (angl. Maximum Likelihood), z 
modelom K2+G (Kimura 2-parametrični z gama porazdelitvijo), bootstrap metoda (število ponovitev 500). 
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V gojiščih YNB z virom glukoze je rast zelo povečana v primerjavi z gojiščema z 
aromatskim ogljikom kot edinim virom hranil. Iz Slike 17 lahko sklepamo in potrdimo 
na rast vseh testiranih sevov v prisotnosti mineralnega olja ali n-heksadekana kot edinega 
vira ogljika. Rast je vidna že po 7 dneh inkubacije in se ni bistveno povečala po dveh 
tednih. Kulture so v gojišču z glukozo rastle v obliki biofilma, ki se je pritrdil ob stene 
centrifugirk, v gojiščih z mineralnim oljem oziroma n-heksadekanom kot edinim virom 
ogljika pa je rast bistveno slabša (na sliki slabo vidna) in v obliki kosmičev.  
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Slika 20 prikazuje razlike v rasti glive E. dermatitidis in P. americana v prisotnosti štirih 
različnih nevrotransmiterjev v primerjavi s kontrolo (rast na gojišču brez 
nevrotransmiterja). Razlike v rasti se ne odražajo z velikostjo kolonij, temveč v 
obarvanosti kolonije, gojišča in tvorbi hif. Pri obeh glivah je rast povečana (temnejše 
kolonije) na gojiščih z dodanim acetilholinom, kjer je pri E. dermatitidis prisotna tudi 
temna obarvanost gojišča po 14 dneh, pri P. americana pa je gojišče rahlo obarvano po 
21 dneh. Pri glivi P. americana so opazne temne, debelejše hife okrog kolonije. Glede na 
kontrolo manj rasti opazimo ob prisotnosti glicina, kjer pa se pri obeh sevih tvorijo tanke 
hife, ki se postopoma širijo iz kolonij. Nekoliko povečano rast pri glivi P. americana 
opazimo tudi ob prisotnosti glutamata, kjer se tvorijo bolj omejene kolonije. Rast na 
gojiščih z dodatkom nevrotransmiterja GABA je pri obeh sevih glede na kontrolo 
podobna, razlika je le v tvorbi nitk okrog kolonij pri E. dermatitidis, ki jih na kontrolnem 
gojišču ne tvori oz. niso tako razširjene. 
 
4.3 RAST GLIVE E. dermatitidis V GOJIŠČU ZA CELIČNE LINIJE 
Pred testiranjem metabolitov, hlapnih produktov in interakcije same glive na 
nevroblastomski celični liniji SH-SY5Y smo preverili rast glive E. dermatitidis v gojišču 
za celične linije DMEM/F12, in sicer pri pogojih, pri katerih gojimo celične linije (5 % 
CO2 atmosfera, 95 % relativne zračne vlage, temperatura 37 °C). Ustrezno koncentracijo 
(105 celic/ml) suspenzije glive smo inokulirali v erlenmajerico z gojiščem ter inkubirali 
v inkubatorju za celične linije. Kulturo smo 11 dni vzorčili v izbranih časovnih točkah in 
izmerili absorbanco ter redčitve nacepili za titer. Na podlagi dobljenih rezultatov smo 
izrisali rastno krivuljo in izračunali čas podvojevanja glive E. dermatitidis v gojišču 
DMEM/F12.  
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Slika 21: Rastna krivulja glive E. dermatitidis v gojišči DMEM/F12 (modra), definirana glede na meritve 
OD600 in grafični prikaz števila CFU/ml vzorcev, odvzetih v istih časovnih točkah (rdeča). 
 
Gliva E. dermatitidis raste v gojišču DMEM/F12, njen podvojevalni čas pa je precej daljši 
od podvajanja v gojišču optimalnem za glive. Podvojevalni čas glive je v gojišču MEA 
5,4 h, v definiranem gojišču YNB 4,8 h, v gojišču za celične linije DMEM/F12 pa je čas 
podvojevanja 15,45 h. 
 
 
4.4 TESTIRANJE VIABILNOSTI CELIČNE LINIJE SH-SY5Y  
Glede na zastavljene hipoteze, da predvidevamo prenos glive po nevronih, smo želeli 
preveriti vpliv izbrane, črne kvasovke E. dermatitidis na humano nevroblastomsko 
celično linijo SH-SY5Y. Želeli smo prikazati vpliv na celično linijo preko metabolitov E. 
dermatitidis, na viabilnost in/ali direkten vpliv oz. prenos glive same v/preko 
nevroblastomske celice.  
 
4.4.1 Vpliv ekstraktov in hlapnih produktov glive E. dermatitidis  
Za začetek smo preverili vpliv metabolitov, ekstrahiranih iz biomase E. dermatitidis. 
Pripravili smo vodni (v pufru PBS) in etanolni ekstrakt (raztopljen v DMSO) glive ter 
primerjali vpliv obeh na viabilnost celične linije v odvisnosti od koncentracijo ekstrakta. 
Vabilnost smo pri posameznih ekstraktih določali s testom z barvilom nevtralno rdeče. 
Izvedli smo po tri biološke in šest tehničnih ponovitev. Spodnja grafikona (Slika 22) 
prikazujeta vpliv etanolnega in vodnega (v pufru PBS) ekstrakta glive E. dermatitidis na 
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4.4.2 Vpliv zunajceličnih veziklov izoliranih iz glive E. dermatitidis 
Rezultati viabilnosti celične linije SH-SY5Y po tretiranju z ekstrakti oziroma hlapnimi 
produkti glive E. dermatitidis kažejo nekaj razlik v primerjavi s pozitivno kontrolo.  
 
V zadnjem času je veliko raziskav osredotočenih na optimizacijo izolacije zunajceličnih 
veziklov, ki so pomembni pri prenosu nekaterih makromolekul in celičnega materiala iz 
celice v celico. Vezikli, ki jih izločajo prav vse celice, od sesalskih do glivnih in 
bakterijskih, so nanometrskih velikosti ter med seboj ne glede na organizem, ki ga izloča, 
tako podobni, da enostavno prehajajo med posameznimi vrstami (Yanez-Mo in sod., 
2015; Scorey in sod., 2015). Zaradi vse večjega zanimanja za zunajcelične vezikle in 
njihovih lastnosti, pa tudi zaradi teme naloge same, smo izolirali vezikle glive E. 
dermatitidis. Vezikli lahko prehajajo med različnimi tkivi ter tudi v možgane preko 
krvno-možganske pregrade, zato smo preverili vpliv suspenzije veziklov na viabilnost 
celične linije SH-SY5Y. S potrditvenim rezultatom, tj. zmanjšano viabilnostjo sesalskih 
nevroblastomskih celic na račun dodanih glivnih veziklov, bi lahko prikazali eno od 
možnosti prenosa glive v možgane. 
 
Kulturam glive E. dermatitidis smo pred izolacijo zunajceličnih veziklov izmerili OD pri 
600 nm. Spodaj navedene optične gostote posameznih vzorcev smo nadalje uporabili za 
tretiranja celične linije.  
 
Meritve OD600: 
ED1 3,28 
ED1 – MQ  3,92 
ED2 1,02 
ED3 brez inhibitorja 2,12  
ED3 z inhibitorjem melaninske sinetze 1,27 
 
 
Testiranje viabilnosti smo izvedli po enakem protokolu kot pri testiranju ekstraktov. 
Pripravili smo največ štiri redčitve suspenzije veziklov glive, da smo ohranili čim višjo 
končno koncentracijo. Rezultati testov z barvilom nevtralno rdeče so prikazani na 
spodnjem grafikonu. 
 
?
?
?
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
? ?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
???
?
?
?????????? ????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
??????????????????????????????????????????????????????
??? ?????????? ??? ???????????????????????? ???????? ?????????????????????????? ??????????????
????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
????????????????????????? ???
?
?? ??????????? ?????? ???? ?????? ????????? ?????? ??? ????????????? ??????????? ?? ????????
?????????????????????????? ????????????????????? ?????????????????????? ?????????????????
?????????????????????????????????????????????????????????????????
?
?
?
?
?
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
? ?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
???
?
?
?????????? ????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
?????? ??????????????????????????????????????????????????????????????? ????????????????????????????????????
???????????????????????????????????????????????? ??????????????????????????????? ????????
?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
??? ??? ?????????? ??? ??? ??????????? ???????? ??????? ?????????? ??? ???????????? ??? ?????????
?????????? ?????? ?????????? ??? ??? ??????????? ?????? ???????? ??????? ??????????? ????????
?????????????????????????????????????????????????
?
??????????????????????????????????????????????????? ????????????????? ???????? ??????????
?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
????????????????????????????????????????????????????????????????????????????? ?????????????
?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
????? ????????? ??????????? ??????????? ??????? ???? ???? ?????????? ??? ???????? ???????? ??????????
???????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
?
?
?
?
?
?
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
? ?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
???
?
?
?????????? ????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
???????????
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
????? ????? ??????????? ?????? ???????? ?? ????????? ??????????? ??????? ????????? ?????? ???
????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
????????????????????????? ??????? ?????????????????????????????????????????????????? ??
????????????????????????????????????? ??????????????????????????????????????????????? ??
?
???????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
???????????????????????????????? ???????????????????? ???????????????????????????????????
????????????????????????? ??????????????????????? ????????????????? ???????????????????
????????????????????????????????????????????????????????????????????????? ?????????????
???????????
?
?????? ?????? ??????????????????????????????????????????????????????????????
???????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
??????????????????? ??? ?????????? ??? ????? ??? ???????? ??? ???????? ??? ????? ? ??? ?????????
??????????? ??????? ???? ???? ??? ??????? ??????????? ?????????? ??? ????????? ?? ?? ?????? ???
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
?????????????????????????????
?
?
?
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
? ?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
???
?
?
?????? ???? ????????? ??????? ??????????? ?????????? ??????????? ?????????? ??????? ??????? ??? ????????? ?????? ???
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
????? ????????? ???????????? ???? ??? ?? ???????? ????????????? ????????? ?????????????? ????? ???????????? ????
?????????????????????????????????????????????????????
?
?
?
?
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
? ?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
???
?
?
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
???????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
?
?????????? ??? ?????? ??? ???????? ??? ??? ?????????? ?????????? ??????????? ?????????? ???? ???
????????????????????????????????? ??????????????????????????????????? ????????? ??????????
????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
????????? ?????????????? ?????????? ???????? ??? ??? ??? ??? ?????????? ?? ???????? ??? ?????? ???
???????????????????????????????????????????????????????????????????????????? ???????????????
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
????????????????????????????????? ?????????????????????????????????? ???????????????
 
 
 
 
Lavrin T. Vpliv izbranih potencialno nevrotropnih gliv na humane nevroblaste. 
 Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
89 
 
400 nm. Opazna je tudi razlika med kulturo z in brez inhibitorja melanina. Kljub temu da 
so fotografirane frakcije veziklov iz kulture z dodanim inhibitorjem dosti svetlejše, 
vsebina kaže na absorbanco nekaterih frakcij pri valovni dolžini za detekcijo melanina 
(A400). To lahko pojasnimo s prisotnostjo komponent za sintezo melanina v teh frakcijah, 
ki pa se ne sestavijo v končni melanin, saj smo sintezo inhibirali. Grafikona na Sliki 29 
kažeta podoben trend kot prva dva (Slika 28), le da v tem primeru primerjamo količino 
proteinov (µg) in melanina (vrednosti A400) z gostoto posameznih frakcij. Izolirani 
zunajcelični vezikli so se z gradientom porazdelili v frakcije 4–8, kar lahko potrdimo 
glede na rezultate koncentracije celokupnih proteinov in gostote posamezne frakcije. 
 
S funkcionalnimi testi na celicah SH-SY5Y smo preverili vpliv veziklov glive E. 
dermatitidis in primerjali razliko v viabilnosti celic, tretiranih z vezikli, izoliranimi iz 
kulture z/brez dodatka inhibitorja. Testiranje smo izvedli po enakem postopku (poglavje 
4.4.2) s testiranjem viabilnosti z barvilom nevtralno rdeče. Pri pripravi suspenzije 
veziklov smo upoštevali razliki v meritvi OD600 kultur, zato smo vzorca ED3 brez 
inhibitorja in ED3 z inhibitorjem redčili v razmerju 2 : 1. Vzorca smo redčili na enak 
način kot pri prejšnjih testiranjih, ED3 brez inhibitorja pa še dodatno za faktor 2. 
 
 
Slika 30: Viabilnost celic SH-SY5Y, tretiranih z različnimi koncentracijami zunajceličnih veziklov (vzorca 
ED3 brez inhibitorja, ED3 z inhibitorjem) glive E. dermatitidis, raztopljenih v pufru PBS. 
 
Iz grafikona (Slika 30) je razvidno, da viabilnost celične linije nekoliko pada z 
naraščajočo koncentracijo zunajceličnih veziklov. Viabilnost celic se pri koncentracijah 
veziklov od 17 do 50 % (v/v), glede na pozitivno kontrolo razlikuje za 34 % pri vzorcu 
brez inhibitorja, medtem ko se pri vzorcu z inhibitorjem razlikuje za 21 %. Hkrati pri 
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vzorcu z inhibitorjem viabilnost pri vseh koncentracijah zelo malo variira, pri drugem 
vzorcu pa se spreminja glede na padajočo/naraščajočo koncentracijo.  
 
4.5 VIZUALIZACIJA DIREKTNE INTERAKCIJE IZBRANIH POTENCIALNO 
NEVROTROPNIH GLIV S CELICAMI HUMANIH NEVROBLASTOV SH-
SY5Y 
4.5.1 Vrstična elektronska mikroskopija – SEM 
Za direktno vizualizacijo interakcije izbranih gliv s celično linijo SH-SY5Y smo celice 
SH-SY5Y nagojili na s poli-L-lizinom premazanih stekelcih, na katera smo inokulirali 
znano koncentracijo glive. Celično kulturo smo skupaj z glivami štiri dni gojili v celičnem 
inkubatorju. Za mikroskopiranje z vrstičnim elektronskim mikroskopom smo pripravili 
preparate celic SH-SY5Y in gliv, ki so se vezale nanje, za vsak dan inkubacije posebej. 
Vzorce smo pripravili z dvema zaporednima fiksacijama z vmesnim spiranjem ter jih po 
končanem fiksiranju dehidrirali z menjavo različnih koncentracij alkohola do 
heksametildisilazana. Po sušenju na zraku smo vzorce pritrdili na valjaste nosilce in z 
napravo za napraševanje kovin prekrili s tanko plastjo platine. Hipotetično so po 
končanem postopku na preparatu ostale celice SH-SY5Y, ki se pri postopku niso sprale 
iz stekelca ter glive, ki so se pritrdile oziroma prehajale v notranjost celic. 
 
Pri vrstični elektronski mikroskopiji opazujemo sliko površine vzorca. Dobimo jo z 
detekcijo sekundarnih elektronov, ki jih snop elektronov iz mikroskopa izbija ob stiku s 
površino vzorca. Slika nastaja ob premikanju snopa elektronov po površini preparata, ki 
jih detektor pošilja do deflektorja, ta pa nam prevede signal v sliko na zaslonu računalnika 
(Kladnik, 2006).  
 
Spodnje slike, posnete z računalniškim orodjem v sklopu mikroskopa JSM-7500F, 
prikazujejo vpliv glive E. dermatitidis na rast oziroma spreminjanje celic SH-SY5Y glede 
na inkubacijski čas skupne interakcije. Pojavnost interakcije smo testirali v treh 
neodvisnih eksperimentih; preostale slike interakcije ter pozitivne kontrole poskusa se 
nahajajo v prilogi (Priloga D). 
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4.5.2 Fluorescentna konfokalna mikroskopija  
Rezultati vrstične elektronske mikroskopije so odprli nova vprašanja o prehajanju glive 
skozi nevroblaste oziroma oblivanju ter »požiranju« gliv s strani celic SH-SY5Y. 
Hipotezo o vplivu glive na celice SH-SY5Y, smo želeli potrditi oziroma prikazati še 
dogajanje v celici nevroblastov s pomočjo fluorescenčno označenih celic SH-SY5Y, kot 
so protitelesa in barvanje s fluorescenčnimi barvili. Pripravili smo eksperiment z več 
tehničnimi ponovitvami za vsak dan inkubacije, ki smo ga začrtali na enak način kot pri 
mikroskopiji SEM. Po končani inkubaciji na stekelcih, na katerih smo nagojili celice SH-
SY5Y v interakciji z glivo E. dermatitidis, smo stekelca fiksirali, spirali in po protokolu 
izvedli imunofluorescenco s primarnimi kunčjimi protitelesi anti-aktin in sekundarnimi 
kunčjimi protitelesi α-aktin, s katerimi smo fluorescenčno označili aktin. Celicam SH-
SY5Y smo barvali tudi jedro s fluorescenčnim barvilom DAPI. Spodnji rezultati so prikaz 
mikroskopiranja posameznih vzorcev s presevnim konfokalnim fluorescenčnim 
mikroskopom Leica, opremljenim s kontrastom DIC, ter prikaz istega vidnega polja z 
laserji za fluorescenco modre, rdeče in zelene svetlobe. Pri mikroskopiranju smo 
uporabljali programsko opremo Leica ter posnete slike uredili z orodjem PowerPoint 
(Microsoft Office).  
?
?
?
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
? ?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
???
?
?
?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
??????? ???????? ?? ??????????????? ????????????????????????? ???????????? ???????????? ??? ??????????? ??? ???
????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
???????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????? ??????
????????????????????????
?
?
?
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
? ?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
???
?
?
?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
??????? ???????? ?? ??????????????? ????????????????????????? ???????????? ???????????? ??? ??????????? ??? ???
???????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
???????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
???????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????? ?????????
????
?
?
?
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
? ?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
???
?
?
?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
??????? ???????? ?? ??????????????? ????????????????????????? ???????????? ???????????? ??? ??????????? ??? ???
????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????? ?????????????????????
????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
???????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
?????????????????????????????????????????????????????????????????? ??????? ???????????????????????????????
??????????????????????????????????????????????? ?????????????
?
???????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
????????????????? ???????????????????? ???????????????????????????????????????????????????
?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
????????? ?????? ???? ?????? ??????????? ?? ????????? ???????????? ?????? ??????????? ???
???????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
????????????????????????????????????????????????????????????? ?????????????????????????
???????? ????? ?????? ???????????? ??????? ??????????? ?????? ????????????? ?????? ??? ??????
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
???????????????????????????
?
?
?
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
? ?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
????
?
?
?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
??????? ???????? ?? ??????????????? ????????????????????????? ???????????? ???????????? ??? ??????????? ??? ???
????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????? ?????????????????????
???????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
???? ???????????? ???????? ??? ???? ??? ???????? ??? ???????????? ???????? ??????????????? ??????? ?????????? ???
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
?? ?????????????????? ??????????? ??????? ?? ??????????? ?????? ??????????????? ?????? ?? ??????? ??? ???????? ??
????????? ?????????????????????????????
?
?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
???????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
???????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
??? ?????????? ????????? ???????? ???????? ?????????? ?? ????????? ???????? ??? ?????????? ??????
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
?
?
?
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
? ?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
????
?
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
??????????????????????????????????????????????????????
?
?
?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
?????? ?? ????????????????????????????????????????????????????? ???????????????? ??? ????? ????????????????
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
??????????? ?????????????
?
???????? ?????? ??????? ???? ?????????? ???? ????????? ????? ?????????? ?? ???????? ????????? ??
???????????? ??????????? ???????? ??? ?????????????? ??????? ????????? ???? ???????? ???? ??????
???????????????? ?????? ?? ????????????? ??????? ???????? ???????? ????? ???????? ?????????
?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
??????????????? ??????????????????????????????????????????????????????????????????????
???????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
???????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
??????????
?
?
?
?
? ?
 
 
 
 
Lavrin T. Vpliv izbranih potencialno nevrotropnih gliv na humane nevroblaste. 
 Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
102 
 
5 RAZPRAVA 
 
5.1 IZBOR ČRNE KVASOVKE IZ GNEZDA MRAVELJ 
Glive so v naravnem in umetnem okolju ubikvitarne, večinoma se prehranjujejo kot 
saprofiti z odmrlim organskim materialom. Nekatere izmed njih so oligotrofne in za svoj 
obstoj ne potrebujejo mnogo hranil, lahko živijo v okoljih z nižjo vodno aktivnostjo, 
njihove fiziološke lastnosti pa vključujejo poliekstremofilijo (de Hoog in sod., 2000; 
Sudhadham in sod., 2008). Določene poseljujejo najrazličnejše habitate, med katere 
spadajo zelo vroča ali hladna, slana in suha okolja ter okolja s spremenljivim pH 
(Sterflinger in sod, 1999).  
V nalogi smo iz mravelj ter gnezda mravelj z različnimi metodami osamili in identificirali 
več različnih vrst filamentoznih gliv in kvasovk. Nekatere vrste so bile opisane šele v 
zadnjih letih. Pri obeh vzorcih smo največ osamljenih sevov uvrstili v rod Penicillium. 
Mravlje so vsakodnevno v stiku s tlemi, z zemljo, listjem, odmrlim rastlinskim in 
živalskim materialom, kar lahko vpliva na vrstno sestavo gliv, ki naseljujejo kutikulo in 
smo jih uspeli osamiti. Iz istih vzorcev smo na gojiščih, sicer optimalnih za rast gliv, 
osamili tudi nekaj bakterijskih sevov. Osredotočili smo se na iskanje gliv, ki rastejo v 
kvasni obliki, saj so za nadaljnje teste kvasovke primernejše in tudi bolj preučene. Cilj je 
bil osamiti vrsto kvasovke, po možnosti melanizirane, ki bi lahko bila potencialno 
nevrotropna za človeka. Z izborom smo želeli predvsem prikazati vpliv sorodne vrste, 
osamljene iz naravnega okolja, ki bi se lahko hipotetično prenašala po nevronih in 
povzročala okužbe možganov. 
Glive se v povezavi z mravljami v literaturi pojavljajo že od 60-ih let prejšnjega stoletja. 
Sprva je bilo znano, da so glive pomembne kot edini vir hranil za larve mravelj, ki ga 
izkoriščajo tudi odrasle mravlje (Weber, 1972; Leal in sod., 2011). Dandanes mravlje 
povezujemo z glivami tudi iz povsem drugega vidika. Njihove kutikule so prekrite z 
ogljikovodiki, ki so primarno namenjeni zaščiti pred izsušitvijo. Profil ogljikovodikov na 
kutikulah se razlikuje med posameznimi vrstami in gnezdi teh vrst (Devigne in sod., 2006; 
Lenoir in sod., 2009). Glive, ki so za svojo rast in razvoj sposobne presnove hlapnih 
aromatskih ogljikovodikov kot edinega vira ogljika, spadajo v skupino črnih kvasovk 
redu Chaetothyriales in družine Herpotrichiellaceae (Prenafeta-Boldú in sod., 2006). 
Sposobnost rasti pri takšnih pogojih v kombinaciji s telesno temperaturo človeka 
omogoča glivam okužbo človeških tkiv. Hlapne aromatske ogljikovodike v zvezi s 
patogenezo lahko neposredno povežemo z nevrotropnimi okužbami možganov pri 
človeku (Zecca in sod., 2003; Lian in sod., 2010). Pri iskanju potencialno nevrotropne 
glive, osamljene iz okolja mravelj (kutikule, gnezda), smo uspeli osamiti več sevov iste 
vrste melanizirane črne kvasovke rodu Phialophora. Identifikacijo smo izvedli na podlagi 
primerjave več tipskih in okoljskih sevov iz podatkovne baze BLAST. Z metodo največje 
verjetnosti smo na podlagi filogenetskega drevesa kot najbolj podobni določili vrsti P. 
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americana, druga najbolj sorodna pa je bila P. verrucosa. Obe vrsti sta si taksonomsko 
zelo blizu in ju ločujemo na podlagi vzorca RFLP. Morfološko vrsto P. americana težko 
ločimo od P. verrucosa. Razlika je le v ovratnikih na fialidah, ki so pri slednji v obliki 
lijaka. Molekularno jih lahko ločimo po profilu ITS (de Hoog in sod., 1999). V nalogi 
smo vrste določili na podlagi pridobljenih zaporedij, pomnoženih z oligonukleotidnim 
začetnikom ITS. Primerjali smo tudi morfologijo vseh sevov rodu Phialophora na treh 
različnih gojiščih (Slika 15, Priloga A). Na podlagi filogenetskih in morfoloških analiz 
smo seve, osamljene iz gnezda mravelj, določili kot vrsto P. americana.  
5.1.1 Rod Phialophora 
Taksonomsko rod Phialophora uvrščamo v isto družino kot rod Exophiala (družino 
Herpotrichiellaceae). Rod sestavlja več kot 40 vrst, ki se prehranjujejo večinoma 
saprofitsko v tleh ali razpadajočem lesu. Njihove morfološke lastnosti so pomembne pri 
razločevanju posameznih vrst. Značilne kolonije niso omejene, ampak se razširjajo in so 
sivo-olivno do skoraj črno obarvane z nitkasto ali bombažno strukturo. Spodnja 
(reverzna) stran kolonije je sive ali črne barve. Konidiofori niso vedno prisotni, sicer pa 
so kratki, čopičasto urejeni s prisotnimi fialidami. Te so cilindrične ali stekleničasto 
oblikovane z izrazitimi ovratniki. Konidiji so enocelični, hialini (steklenega videza) do 
rjavo obarvani, gladki, ovalni, valjasti ali podolgovati, kopičijo se v sluzastih glavah na 
konicah fialid. Vrste rodu Phialophora so sposobne presnove melibioze ter občutljive na 
fungicid benomil (de Hoog in sod., 2000a; Refai in sod., 2014). Od rodu Exophiala se 
razlikujejo po izrazitih velikih ovratnikih na fialidah slabo diferenciranega konidiogenega 
aparata, bolj razširjenih kolonijah in odsotnosti kvasnih celic (Gams, 2000). Rodu 
Phialophora podobne konidiogene celice se pri drugih skupinah patogenih melaniziranih 
gliv, kot so Fonsecaea pedrosoi, E. dermatitidis, E. spinifera in Cladophialophora 
carrionii, ne pojavljajo pogosto. Rod je filogenetsko heterogen, vanj uvrščamo tudi 
anamorfe zelo raznolikih, nepovezanih askomicetnih gliv. Posamezni kompleksi vrst so 
trenutno razvrščeni glede na opisana zaporedja (de Hoog in sod., 2000a). 
Morfološko lahko vseh 7 sevov, osamljenih iz gnezda mravelj, določimo kot vrsto P. 
americana. Sevi so glede na makromorfologije na različnih gojiščih (Slika 14) med seboj 
zelo podobni, pri čemer se nekoliko razlikuje le sev EXF-12072. Slednji je bil osamljen 
z drugo metodo kot ostali (razmaz na gojišče), in sicer iz gojišča, inkubiranega pri 
temperaturi 25 °C. Vsi ostali sevi so bili osamljeni z metodo flotacije iz gojišč, 
inkubiranih pri 37 °C. Pri analizi mikromorfoloških lastnosti razlike med sevi niso 
opazne. Vidne so fialide z ovratniki, ki so vazasto oblikovani, kot je značilno za vrsto P. 
americana (Slika 15, Priloga A).  
  
 
 
 
 
Lavrin T. Vpliv izbranih potencialno nevrotropnih gliv na humane nevroblaste. 
 Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
104 
 
5.1.1.1 Patogeni potencial glive P. americana 
Skupaj z E. dermatitidis spada v varnostno skupino 2 (RG-2). Gliva P. americana je ena 
od povzročiteljic kromoblastomikoze (de Hoog in sod., 2000a), (CBM), ki je 
zapostavljena glivna bolezen, endemična v tropskih in subtropskih geografskih regijah, 
večinoma držav v razvoju, v Aziji, Afriki in Latinski Ameriki. Med najpogostejšimi 
povzročitelji te bolezni so vrste iz polifiletskega redu Chaetothyriales: Fonsecaea 
pedrosoi, F. monophora, Cladophialophora carrionii, Rhinocladiella aquaspersa, vrste 
rodu Phialophora in rodu Exophiala. Na povečano patogenost pri CBM vpliva več 
faktorjev vključno s termotoleranco, muriformno obliko celic (sklerotska telesa) z debelo 
celično steno, adhezijo celic, hidrofobnostjo in sintezo melanina. Okužba se razvije na 
najbolj izpostavljenih predelih kože rok, nog in stopal, kjer se pojavijo značilne lezije 
(Queiroz-Telles in sod., 2016).  
V medicinski literaturi se pojavlja zamenjava vrst P. americana in P. verrucosa, zato 
klinični primeri okužbe z eno od vrst lahko veljajo (tudi) za drugo vrsto (de Hoog in sod., 
2000a). P. americana je redka povzročiteljica kromoblastomikoze v (sub)tropskih 
območjih, znana tudi po drugih kroničnih subkutanih okužbah, s klinično sliko podobno 
micetomu, ki se večinoma pojavljajo pri imunsko oslabelih ljudeh (Turiansky in sod., 
1995; Queiroz-Telles in sod., 2016). Pri teh se pojavljajo primeri hiperkeratoze v 
odsotnosti sklerotskih teles. Znane so hujše oblike razširjanja glive po telesu, 
feohifomikoza, keratitis in endoftalmitis (Fothergill, 1996; de Hoog in sod., 2000a; Ohira 
in sod., 2002; Sun in sod., 2010). Najpomembnejša pri patogenezi je sposobnost rasti pri 
telesni temperaturi, kar glivi omogoča rast in prenos v/po človeškem telesu. V literaturi 
znani opisi okužb z vrsto P. americana hujših oblik razširjanja glive po telesu ne navajajo. 
Za seve, osamljene iz gnezda mravelj, smo preverili sposobnost rasti na gojišču MEA pri 
temperaturi 37 °C. Rast je opazna pri vseh testiranih sevih, v primerjavi s sorodno vrsto 
E. dermatitidis pa je vsaj enkrat počasnejša (Slika 16). Vsi osamljeni sevi, z izjemo EXF-
12072, so izvorno zrastli pri temperaturi 37 °C, ki je tudi optimalna temperatura vrste E. 
dermatitidis. Sposobnost rasti pri telesni temperaturi predstavlja enega izmed glavnih 
virulentnih dejavnikov pri glivah (Sterflinger in sod., 1999).  
5.1.1.2 Sposobnost presnove aromatskih ogljikovodikov 
Glive, ki rastejo na kutikulah ali v gnezdu mravelj, so znane po sposobnosti metabolizma 
ogljikovodikov, ki jim v tem okolju lahko predstavlja edini vir ogljika. Vrste črnih 
kvasovk družine Herpotrichiellaceae so osamili iz okolij, onesnaženih s kreozotom, iz 
železniških tračnic, v tovarnah s predelavo goriv ter tudi v notranjem bivalnem okolju: v 
kuhinjah (pomivalni stroji), kopalnicah (pralni stroji), javnih kopališčih in savnah. Vsa 
našteta okolja lahko povežemo s prisotnimi aromatskimi ogljikovodiki, ki se nahajajo kot 
derivati goriv, na gumijastih tesnilih kuhinjskih/kopalniških naprav in pripomočkov ter z 
milom onesnaženih stenah javnih kopališč (Matos in sod., 2002; Sudhadham in sod., 
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2008; Zalar in sod., 2011; Gümral in sod., 2016; Zupančič in sod., 2016). Mineralno olje 
je tekoči stranski produkt rafiniranja surovega olja za proizvodnjo bencina in drugih 
produktov iz petroleja. Olje je prozorne barve, sestavljeno predvsem iz alkanov in 
cikloalkanov, z gostoto okrog 0,8 g/cm2 (Satow in sod., 2008; Peggs in sod., 2008). 
Razgradnja je bolj zapletena zaradi sestave iz kompleksne mešanice dolgoverižnih 
ogljikovodikov. Heksadekan (ali ketan) je sestavljen iz alkanov z definirano kemijsko 
sestavo (C16H34) ter kratko in enostavno verigo (Satow in sod., 2008). Oba opisana 
ogljikovodika sta nepolarni topili in se pri testiranju, kjer smo ju dodali v tekoče gojišče 
YNB, nista mešala z gojiščem. Glede na naš prvi izbor glive E. dermatitidis, ki je znana 
kot nevrotropna, prav tako pa raste v ekstremnih okoljih, smo pri izboru sorodne vrste 
preverili tudi rast v prisotnosti aromatskih ogljikovodikov. Vsi izbrani sevi glive P. 
americana, kot tudi tipski sev E. dermatitidis (EXF-10123), so rastli v gojišču YNB z 
mineralnim oljem ali n-heksadekanom kot edinim virom ogljika (Sliki 17, 19 C). V 
kontrolnem gojišču z glukozo so sevi P. americana tvorili masiven in debelejši biofilm 
okrog stene centrifugirke, medtem ko je v prisotnosti mineralnega olja ali n-heksadekana 
rast veliko bolj omejena le na interfazo z gojiščem, kjer se tvori skupek filamentozne 
oblike ali pa rahli biofilmi na spodnjem delu centrifugirke (Slika 17). Gliva E. 
dermatitidis v kontrolnem gojišču raste v kvasni obliki in tvori suspenzijo, v prisotnosti 
ogljikovodikov pa je rast komaj opazna. Ob stresanju centrifugirke smo opazili 
odluščenje posameznih kosmičev, ki jih je tvorila gliva, zato smo rast potrdili. Rast smo 
določili kvalitativno s spremljanjem rasti kultur in je bila pri vseh testiranih sevih prisotna 
po 7 dneh. Satow in sod. (2008) so v raziskavi, kjer so definirali metodo oljne flotacije, 
kot uspešno metodo za osamitev črnih kvasovk, podobno v tekočem gojišču, preverjali 
rast ob prisotnosti obeh ogljikovodikov. Metoda omogoča bolj učinkovito osamitev črnih 
kvasovk iz okoljskih vzorcev, hkrati pa omogoča osamitev tudi drugih gliv, na primer 
vrste rodu Aspergillus, Paecilomyces in Penicillium. Testiranje presnove so kvantificirali 
z merjenjem absorbance in pokazali, da je večina testiranih sevov črnih kvasovk zmožna 
rasti v gojišču z mineralnim oljem ali n-heksadekanom kot edinim virom ogljika in 
energije. Na ta način lahko izboljšamo selekcijo te skupine gliv, ki jim ogljikovodiki 
služijo kot obogatitveni dejavnik ali inhibitor drugih vrst gliv s hitrejšo stopnjo rasti. 
Mineralno olje in n-heksadekan predstavljata obogatitveni dejavnik za vrste rodu 
Exophiala in Cladophialophora ter izboljšata rast več vrstam črnih kvasovk, ne pa tudi 
konkurenčnih saprofitov. Dodajanje vira ogljikovodika v medij za kratek čas (2–3 dni), 
bi lahko uporabili kot selektivni dejavnik te skupine gliv. Podaljšana obdobja inkubacije 
omogočijo osamitev vrst redu Chaetothyriales, ki ponavadi rastejo z zelo nizko stopnjo 
rasti (Satow in sod., 2008). Črne kvasovke so zelo raznolike v ekologiji, fiziologiji in 
filogenetskih lastnostih, pri čemer sta presnova ogljikovodikov in oligotrofizem 
pomembna dejavnika za ločevanje (Satow in sod., 2008). Prenafeta-Boldú in sod. (2001) 
so več kot desetletje nazaj v literaturi objavili raziskavo, kjer so pri različnih rodovih črnih 
kvasovk (Cladophialophora, Exophiala, Pseudeurotium in Leptodontium) preverjali rast 
na trdnem gojišču v prisotnosti toluena kot edinega vira ogljika. Vrste rodu Exophiala so 
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že bile znane po sposobnosti presnove cikličnih ogljikovodikov. Pokazali so, da glive 
rastejo v atmosferi toluena brez dodanih drugih virov ogljika. Nekateri sevi so zrastli tudi 
v prisotnosti etilbenzena in stirena. Z raziskavo so želeli pokazati, da imajo glive na račun 
svojih ekstremofilnih lastnosti potencial pri bioremediaciji (Prenafeta-Boldú in sod., 
2001). V nalogi smo po podobnem protokolu preverjali rast sevov P. americana in 
tipskega seva E. dermatitidis na trdnem gojišču v prisotnosti toluena. Vsi testirani sevi so 
zrastli na gojiščih, inkubiranih z atmosfero toluena po 7 dneh (Sliki 18, 19). V primerjavi 
z inkubacijo v zračni atmosferi so v prisotnosti toluena kolonije podobno velike in 
nekoliko temneje obarvane. Testirali smo rast na gojiščih YNB z glukozo ter YNB in 
gojišče iz ultra čistega agarja brez dodanega vira ogljika. Gojišče iz ultra čistega agarja 
smo pripravili brez dodatnih komponent nutrientov. Na vseh ploščah je opazna rast, ki je 
nekoliko manjša (za nekaj milimetrov) na gojišču samo iz agarja. Slednje, poleg presnove 
cikličnih ogljikovodikov, dokazuje tudi oligotrofnost vseh testiranih sevov.  
5.1.1.3 Dodatek nevrotransmiterjev v gojišče  
Izbrane glive rastejo ob prisotnosti hlapnih aromatskih ogljikovodikov, kar jih uvršča med 
ekstremofilne glive, ne daje pa konkretnejše biološke informacije. Aromatski 
ogljikovodiki so sicer vseprisotni v naravnem okolju na kutikulah mravelj in sadju, kot 
tudi v umetnih zunanjih in notranjih okoljih in bivalnih prostorih človeka (Zhao in sod., 
2010; Magnano in sod., 2009). Rast mikroorganizmov v teh okoljih lahko povežemo s 
patogenimi lastnostmi, ki prispevajo k okužbam.  
 
Okolje, kot so človeški možgani, je močno zavarovano in neprehodno, možganovina je 
ločena od krvnega obtoka s krvno-možgansko bariero. Med najpomembnejše molekule v 
možganih spadajo nevrotransmiterji, ki posredujejo informacije preko možganov ter 
naprej po celotnem telesu. Nevrotransmiterji posredujejo signale med nevroni in s tem 
vplivajo na razpoloženje, spanec, koncentracijo, telesno maso ter razvoj nekaterih 
bolezni. Obstajata dva tipa nevrotransmiterjev: (i) ekscitatorni (spodbujevalni), ki 
stimulirajo možgane, in (ii) inhibitorni (zaviralni), ki pomagajo ustvariti ravnovesje. 
Glavni spodbujevalni nevrotransmiter je glutamat. Povezan je z učenjem in spominom ter 
nevronsko komunikacijo v zrelih možganih, zato motnje v delovanju lahko vodijo v 
Alzheimerjevo bolezen. Gama-aminobutirična kislina (GABA) je poleg glutamata najbolj 
zastopan nevrotransmiter v možganih z inhibitornim delovanjem. Uravnava motorični 
nadzor, vid, druge kortikalne funkcije, poleg tega pa tudi anksioznost. Sinteza glutamata 
in GABA v možganih poteka iz molekule citronske kisline (α-ketoglutarat) iz Krebsovega 
cikla, s pomočjo encima GABA α-oksoglutarat transaminaza in kofaktorjem vitaminom 
B6. Patologija v zvezi z okvaro sistema GABA je povezana z boleznijo bele substance, 
shizofrenijo in poškodb možgan pri odraslih. Acetilholin je prvi odkriti nevrotransmiter 
in je običajno spodbujevalec v perifernem živčnem sistemu. Deluje na krčenje mišic in 
stimulira izločanje nekaterih hormonov. V nevronih se sintetizira iz acetil-CoA in holina, 
ki aktivno prehaja v možgane skozi krvno-možgansko pregrado. Pomanjkanje 
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acetilholina v nekaterih delih možganov lahko vodi v Alzheimerjevo bolezen. Glicin je 
po zgradbi najenostavnejši zaviralni nevrotransmiter. Njegova funkcija je vezava na 
sinaptični receptor, ki povzroči hiperpolarizacijo (s Cl- ioni) post-sinaptične membrane 
(Lodish in sod., 2000).  
 
Rast v prisotnosti teh štirih nevrotransmiterjev smo preverili pri obeh izbranih črnih 
kvasovkah E. dermatitidis (EXF-10123) in P. americana (EXF-12206). Primerjali smo 
vpliv dodanega nevrotransmiterja v gojišče M9 z gojiščem brez nevrotransmiterja (Slika 
20). Glivi sta rastli na testiranih nevrotransmiterjih po 7 dneh inkubacije, obe brez opaznih 
sprememb v velikosti kolonij med posameznimi gojišči. Pri acetilholinu je opazna 
povečana rast na račun temneje obarvanih kolonij ter obarvanost gojišča. Poleg tega se 
pri glivi P. americana pojavljajo temnejše in debelejše hife okrog kolonije. Na gojišču z 
nevrotransmiterjema GABA in glutamatom je rast enaka kot na kontrolnih gojiščih, z 
izjemo E. dermatitidis, pri kateri se po 21 in 28 dneh na GABA tvorijo tanke in kratke 
hife. P. americana na glutamatu tvori nekoliko bolj omejene kolonije. Rast v prisotnosti 
glicina je pri obeh sevih nekoliko inhibirana v primerjavi s kontrolo, pri čemer gliva P. 
americana na glicinu tvori daljše hife okrog kolonij. Na podlagi rezultatov in podatkov 
iz literature, kjer so dokazali glive in njihove metabolite v možganih, obolelih z 
Alzheimerjevo boleznijo, lahko sklepamo, da so glive za svojo rast sposobne uporabe 
nevrotransmiterjev (Pisa in sod., 2015). Alzheimerjeva bolezen je povezana tudi s padcem 
koncentracije nevrotransmiterjev zaradi okvare električnih impulzov (Francis, 2005). Iz 
rezultatov eksperimenta lahko sklepamo, da bi glive potencialno lahko v možganih 
preživele in se razširjale na račun nevrotransmiterjev, ki jih lahko uporabijo kot hranilo. 
Na ta način bi lahko glivna okužba v možganih privedla do nastanka Alzheimerjeve 
bolezni. 
 
5.2 VPLIV GLIVNIH METABOLITOV IN ZUNAJCELIČNIH VEZIKLOV NA 
VIABILNOST CELIČNE LINIJE HUMANIH NEVROBLASTOV SH-SY5Y  
Biološko aktivne molekule, še posebej tiste, ki jih lahko zaužijemo skupaj s hrano, so v 
literaturi predmet mnogih raziskav. Med funkcionalno hrano spadajo tudi ekstrakti 
užitnih gob, kamor jih uvrščamo zaradi terapevtskih učinkov in antioksidativnih lastnosti. 
Ekstrakti gliv, kot so Agaricus bisporus ali Ganoderma lucidum imajo pomembne 
biološke funkcije. Slednja lahko izzove diferenciacijo določenih nevronov in ima zaščitno 
vlogo pri izpostavljenosti proteina amiloid-beta (Aß) (Pinweha in sod., 2008; Guizani in 
sod., 2012). Prisotnost nevroaktivnih učinkovin so pri tej glivi Pinweha in sod. (2008) 
preverjali v študiji, kjer je bil učinek ekstrakta na celice SH-SY5Y podoben učinku ob 
dodatku rastnih faktorjev. Gobi in sod. (2018) so preverjali delovanje ekstrakta glive 
Agaricus blazei na celični model SH-SY5Y induciran z rotenonom, ki poveča oksidativni 
stres. Gliva ima več farmakoloških lastnosti, ki učinkujejo proti številnim boleznim, 
vključno z rakom, diabetesom, aterosklerozo, povečanim holesterolom in srčnimi 
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boleznimi. Večinoma se v literaturi pojavljajo raziskave na področju pozitivnih učinkov 
glivnih ekstraktov za človeka, medtem ko negativni vplivi v kombinaciji s patogenezo 
gliv niso poznani. 
5.2.1 Vpliv ekstraktov 
Ekstrakt gliv ima lahko poleg drugih biološko aktivnih molekul (ß-glukani, terpeni, 
fenoli, steroidi, galinska in siringična kislina, pirogalol, polisaharidi) tudi večjo vsebnost 
nukleozidov in nukleotidov, ki so pomembni pri zaviranju nevrodegeneracije (Gobi in 
sod., 2018). Poznanih je torej več možnih pozitivnih učinkov ekstraktov gliv, tudi v 
povezavi z nevrodegenerativnimi boleznimi, v nalogi pa smo želeli preveriti možne 
negativne posledice ekstraktov E. dermatitidis na celični model SH-SY5Y. S pripravo 
dveh različnih ekstraktov, enega v pufru PBS in drugega v etanolu, smo ekstrahirali tako 
polarne kot nepolarne komponente in molekule. Glivo smo najprej mehansko obdelali s 
trenjem, s čimer smo izboljšali izkoristek. V ekstraktih se nahajajo molekule (krajši 
peptidi in lipidi), ki jih glive sintetizirajo znotrajcelično in bi potencialno lahko vplivale 
na viabilnost celic SH-SY5Y. Rezultati so pokazali, da višja koncentracija ekstrakta 
(vodnega in etanolnega) lahko vpliva na viabilnost celične linije (Slika 22). Najvišja 
koncentracija vodnega ekstrakta zmanjša viabilnost za 38 %, etanolnega ekstrakta pa za 
44 %. Pri primerjavi enakih koncentracij vidimo, da imata oba ekstrakta podoben učinek. 
Poleg ekstraktov smo teste viabilnosti izvedli tudi ob dodatku odrabljenega gojišča glive, 
kjer so molekule, ki jih je gliva sprostila iz celice med rastjo. Rezultati so nespecifični 
zaradi prevelikega vpliva glivnega gojišča na celice SH-SY5Y, kljub temu pa kažejo 
podoben trend kot pri učinku ekstraktov. Za konkretnejšo interpretacijo rezultatov 
viabilnosti bi morali analizirati in kvantificirati vsebino ekstraktov in odrabljenega 
gojišča, katere bi na podlagi analiz (kromatografija, HPLC, masna spektrometrija) lahko 
celični liniji dodajali v enakih koncentracijah. Prav tako bi nam takšne analize dale 
vpogled v sestavo ekstraktov, iz katere bi lahko predvidevali na vpliv določenih molekul 
na viabilnost celic. Celice SH-SY5Y so zelo občutljive in se lahko ob sunku odlepijo iz 
podlage, kar lahko vpliva na testiranje. Pogoji gojenja so močno definirani, zato lahko 
komponente drugih gojišč, topil, sprememba pH in druge fiziološke spremembe močno 
vplivajo na rezultat.  
 
5.2.2 Vpliv hlapnih metabolitov 
Poleg molekul, kot so proteini in lipidi, ki jih lahko z ekstrakcijo izločimo, glive med 
rastjo sintetizirajo različne hlapne organske produkte (angl. Volatile Organic 
Compounds, VOC). Notranje okolje človeka ima lahko negativne posledice na zdravje in 
povzroča draženje oči, mukozne membrane nosu in grla ter glavobole. Eden izmed 
številnih vzrokov bi lahko bili hlapni produkti, ki jih glive izločajo in lahko difundirajo 
tudi skozi izolacijske materiale in tapete. Nekatere glive lahko izločajo močno toksične 
komponente, večinoma pa so spojine povezane z neprijetnimi vonjavami, ki bi prav tako 
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lahko bile nevarne za zdravje. Med hlapne metabolite, ki jih izločajo glive, spadajo 
ogljikovodiki, alkoholi, ketoni, etri, estri, žveplove spojine, terpeni in njihovi derivati 
(Sunesson in sod., 1995; Bennett in sod., 2015). Predvidevali smo, da bi potencialno 
lahko na viabilnost celične linije vplivali tudi hlapni metaboliti, ki jih sintetizira gliva E. 
dermatitidis. Iz rezultatov sklepamo, da potencialne hlapne komponente ne vplivajo na 
viabilnost celic SH-SY5Y (Slika 24). Postopek eksperimenta smo zasnovali sami, pri 
čemer smo izvedli tudi kontrolo metode. Namesto glive smo celicam SH-SY5Y na 
daljavo izpostavili etanol (96 % [v/v]). Hlapi etanola so povzročili celično smrt, kar je 
pozitivna kontrola naše metode.  
 
5.2.3 Zunajcelični vezikli 
V literaturi so v zadnjem času raziskave o glivnih zunajceličnih veziklih v porastu. 
Vezikli se  izločajo iz vseh živih celic in imajo poleg ostalih pomembnih nalog vlogo tudi 
pri imunopatogenezi (Deatherage in sod., 2012). Z zunajceličnimi vezikli (angl. 
extracellular vesicles, v nadaljevanju EV) se v prostor izven celice prenesejo tudi nekateri 
virulentni dejavniki, ki se lahko prenesejo do drugih celic. Vezikli imajo dvojno vlogo, 
pomembni so pri patogenezi gliv in zaščiti pred glivnimi okužbami. Dandanes je znana 
kompleksna vsebina veziklov, ki jo sestavljajo proteini, lipidi, polisaharidi in nukleinske 
kisline (Oliveira in sod., 2010, 2010a; Vargas in sod., 2015). Prednosti prenosa veziklov 
se lahko izkoriščajo v namene cepljenja in ciljnega zdravljenja rakavih celic (Näslund in 
sod., 2013; Vader in sod., 2014; Schorey in sod., 2015). Kljub prednostim EV so ti 
povezani tudi z razvojem nevrodegenerativnih bolezni in vedenjskih kognitivnih motenj 
(Dantzer in sod., 2008; Glass in sod., 2010). Povečan prenos veziklov iz krvnega obtoka 
okuženega človeka (z oslabelim imunskim sistemom) v možgane bi lahko bil tudi eden 
od potencialnih vstopov glive v možgane. Zunajcelične vezikle, izolirane iz glive E. 
dermatitidis, smo izpostavili celičnemu modelu. Podobno kot pri ekstraktih smo testirali 
viabilnost celic SH-SY5Y glede na koncentracijo raztopljenih veziklov v pufru PBS. 
Rezultati kažejo vpliv veziklov na viabilnost celične linije, ki pada glede na naraščanje 
koncentracije EV (Slika 25). Pri najvišji koncentraciji dodanih EV je viabilnost glede na 
pozitivno kontrolo za 79 % nižja. Razlike v viabilnosti celične linije z rezultati testiranja 
ekstraktov ne moremo neposredno primerjati, ker sestave ne enega ne drugega nismo 
analizirali. Rezultate tako za oba testa obravnavamo ločeno. Z naslednjim poskusom smo 
izoliranim veziklom poškodovali membrane. Pelet smo resuspendirali v bidestilirani vodi 
(MQ), vezikle pa dodatno modificirali z zaporednim zamrzovanjem in odmrzovanjem. 
Suspenzije z vsebino veziklov s poškodovanimi membranami smo testirali na enak način 
kot pri prvem testu in dobili podobne rezultate (Slika 26). Na podlagi rezultatov lahko 
sklepamo, da na celice SH-SY5Y vpliva vsebina veziklov, in sicer ne glede na njihovo 
zunanjo obliko. Teoretično bi to lahko pomenilo, da za prenos makromolekul v celico 
SH-SY5Y intaktni vezikli niso potrebni. Nadalje nas je zanimal vpliv glive divjega tipa 
Saccharomyces cerevisiae (BY4741) na celični model. Po izolaciji EV smo opazili 
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posedanje peleta pri glivi E. dermatitidis, zato smo pelet in supernatant obeh gliv ločili 
ter ju ločeno testirali na celični liniji. Iz rezultatov je razvidno, da na viabilnost celic SH-
SY5Y vpliva le pelet glive E. dermatitidis. V peletu se torej nahajajo vezikli, ki pa se pri 
tako nizkih obratih posedajo, najverjetneje zaradi prisotnosti melanina. Ta lahko tvori 
agregate celic, ki so primernih velikosti za posedanje pri nižjih obratih/min. Viabilnost 
pri testiranju veziklov glive S. cerevisiae tudi v primeru peleta ne kaže signifikantnih 
razlik s kontrolo (Slika 27). Gliva S. cerevisiae pri testiranih pogojih ne melanizira, iz 
česar lahko sklepamo na potencialni vpliv melanina na celično linijo.  
 
V veziklih ali pa posamično se skupaj z ostalimi molekulami lahko prenašajo tudi 
pigmenti, kot je melanin. Zrna melanina so gosta, temna ter podobnih velikosti kot 
zunajcelični vezikli, v suspenziji čistih EV pa so jih dokazali tudi z elektronsko 
mikroskopijo (Eisenman in sod., 2009). Melanin je pri glivah sicer znan kot pomembni 
virulentni dejavnik, ki prispeva k preživetju vrste. Poleg zaščite pred zunanjimi vplivi 
nevtralizira škodljive oksidante in omogoča toleranco na ekstremne razmere, hkrati pa s 
tem vpliva tudi na patogenezo (Schnitzler in sod., 1999; Haase in sod., 1999). Na podlagi 
dobljenih rezultatov smo se odločili za dodaten eksperiment z EV glive E. dermatitidis. 
Ponovno smo izolirali zunajcelične vezikle iz kulture brez in z inhibitorjem sinteze 
melanina, ki smo jo izvedli na saharoznem gradientu. Glede na gostoto saharoze smo za 
vsak vzorec pridobili 12 frakcij, katerim smo določili koncentracijo celokupnih proteinov 
in melanina. Sintezo melanina smo zavrli z dodatkom triciklazola, specifičnega 
inhibitorja encima trihidroksinaftalen reduktaze, ki je ključnen za biosintezo (Kogej in 
sod., 2007). Z rezultati smo pri vzorcu brez inhibitorja potrdili naraščanje melanina v 
zadnjih frakcijah (8–11), pri vzorcu z inhibitorjem pa koncentracija melanina niha vse do 
zadnje frakcije (Slika 28). Frakcije lahko v tem primeru delno absorbirajo zaradi 
komponent melanina, ki so v gojišču prisotne ne glede na dodatek inhibitorja. Melanin 
ima absorbcijski vrh pri valovnih dolžinah 180–190 nm. Pri določanju koncentracije pa 
standardno merimo absorbanco valovne dolžine 400 nm, ker se s tem izognemo 
nekorektnim rezultatom zaradi absorbcije drugih bioloških molekul v istem rangu. 
Razlika med frakcijami obeh vzorcev je opazna tudi po barvi, ki je temnejša pri vzorcu 
brez inhibitorja. Koncentracija celokupnih proteinov začne naraščati nekoliko prej in je 
najvišja v srednjih frakcijah (4–9), visok delež pri zadnji frakciji pa je lahko posledica 
vrednotenja rezultatov v relativnih vrednostih. Prav tako je lahko koncentracija višja 
zaradi možne absorbcije melaninskih ali drugih komponent. Prikaz koncentracije 
celokupnih proteinov oz. melanina v odvisnosti od gostote frakcije je zato nekoliko bolj 
reprezentativen (Slika 29). Delež celokupnih proteinov je pri vzorcu brez inhibitorja večji 
kot pri drugem vzorcu, kar je najverjetneje posledica nižje optične gostote kulture z 
inhibitorjem. Vpliv melanina na celični model smo preverili s funkcionalnimi testi. 
Rezultati viabilnosti celic SH-SY5Y so potrdili učinek veziklov, izoliranih iz kulture brez 
dodanega inhibitorja melanina (Slika 30). Ta zmanjša viabilnost celične linije glede na 
koncentracijo veziklov. Pri vzorcu z dodanim inhibitorjem se viabilnost glede na 
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koncentracijo ne spreminja v enakem razmerju, kot pri vzorcu brez inhibitorja. Iz 
rezultatov lahko sklepamo, da ima melanin velik pomen pri posredovanju virulence in 
patogenezi glivnih okužb. Nadaljnje raziskave bi lahko doprinesle k razumevanju pomena 
melanina v povezavi s prenosom le-tega, s pomočjo celičnih veziklov. Funkcionalne teste 
bi lahko izvedli z ločenimi frakcijami. Prav tako bi lahko zadnjo frakcijo razdelili na 
suspenzijo in pelet, ki bi ga testirali na celičnem modelu. Nato bi lahko združili srednje 
frakcije zunajceličnih veziklov, v katerih je največ proteinov in prav tako izvedli 
funkcionalne teste z dodatkov samo teh vzorcev. Iz serije različnih rezultatov bi dobili 
širšo sliko in pojav lahko podrobneje obrazložili. 
 
5.3 VIZUALIZACIJA INTERAKCIJE GLIVE IN CELIČNE LINIJE HUMANIH 
NEVROBLASTOV SH-SY5Y 
Do nedavnega je bilo znano, da se primarno nevrološke okužbe z glivo Cladophialophora 
bantiana v možgane prenesejo le preko krvnega obtoka (de Hoog in sod., 2003). Primarni 
nevrotropizem povezujejo tudi z vrstami E. dermatitidis in Ramichloridium mackenzei. 
Te lahko v telo vstopijo tudi z vdihavanjem in prenosom preko dihal (Matos in sod., 
2002). Gliva se na celico gostitelja najprej pritrdi, nato pa na več različnih načinov vdre 
vanjo (Sheppard in sod., 2015). 
5.3.1 Vrstična elektronska mikroskopija – SEM 
V nalogi smo želeli prikazati vpliv znane nevrotropne glive E. dermatitidis in glive P. 
americana, izolirane iz mravelj, na humane nevroblaste SH-SY5Y. Najpomembnejši 
virulentni dejavnik, pomemben pri invaziji gostiteljske celice, je sposobnost reverzibilne 
konverzije med kvasno in filamentozno obliko (Filler in sod., 2006). Prehod iz kvasnih 
celic v psevdohife, po interakciji s celičnim modelom, smo pri glivi E. dermatitidis 
prikazali s posnetki SEM.  
Ena od možnih poti prenosa in širjenja glive v možgane bi lahko bila tudi preko živčnih 
celic. Nevroni so primarni sestavni del centralnega živčnega sistema, ki vključuje 
možgane in hrbtenjačo ter periferni živčni sistem, sestavljen iz avtonomnega in 
somatskega živčevja. V nevronih se sintetizirajo nevrotransmiterji, katerih sestava je 
podobna ogljikovodikom, z dodanimi dušikovimi ali drugimi funkcionalnimi skupinami. 
Ti se sproščajo preko sinapse, ki prenaša električni ali kemični signal preko drugih 
nevronov ali do tarčne celice (Byrne, 2016). Glive, ki bi se potencialno lahko prenašale 
preko nevronov, bi se na ta način lahko prenesle do pomembnih centrov in organov v 
telesu. Celoten nabor rezultatov eksperimenta po posameznih dneh nakazuje na hipotezo, 
da se gliva lahko razširi po nevroblastih, vendar o natančnem delovanju ne moremo 
sklepati. Predvidevamo da gliva, ki raste in se razmnožuje v prisotnosti celične kulture, 
po določenem času začne tvoriti hife in psevdohife. Slednje so oblika rasti, ki je značilna 
za stresne situacije, na primer ob pomanjkanju hranil, kar bi lahko bila posledica sestave 
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gojišča za celične linije DMEM/F12, v katerem poteka eksperiment. Gojišče sestavljajo 
anorganske soli, aminokisline in vitamini, ki so glavni vir hranil, pri čemer je ogljika v 
obliki glukoze le 3,151 g/l (Thermo Fisher Scientific, Technical Resources). Iz slik vstop 
oz. izstop glive iz nevroblastov ni zelo natančno razviden. Zato glede na rezultate 
predvidevamo, da se celice SH-SY5Y razmnožujejo po ustaljenem ritmu naprej, rastejo 
preko hif in kvasnih celic in jih na trenutke »oblivajo«. Hifa se v tem primeru razmnožuje 
v in prek nevroblastov z brstenjem in v njih povzroči zametek celične smrti, ki bi lahko 
bila tako nekrotična, kot tudi apoptotična (Sliki 31, 32, Priloga D). Propadli nevroblasti 
so napihnjeni in fragmentirani v posamezne sferične strukture z granulirano in nepopolno 
površino. Celice SH-SY5Y po treh dneh inkubacije praktično niso več vidne, vidna je le 
oblika celice, ki so jo prevzele namnožene hife in kvasovke v notranjosti in okrog le-te 
ter ostanki propadlih struktur celic. Glede na naraščajoči čas inkubacije gostota celic pri 
posameznih vzorcih pada, kar lahko razložimo s propadanjem celic, ki se tako lažje 
odlepijo v procesu priprave preparatov. Rast glive je v nevroblastih oziroma okrog njih z 
naraščajočim časom inkubacije večja, saj ji razpadajoči deli celic služijo kot hranilo. Enak 
pojav vstopa, oblivanja in obraščanja hif s filopodiji nevroblastov opazimo pri interakciji 
celic SH-SY5Y z glivo P. americana (Sliki 34, 35, Priloga D3). Gliva spada v isto družino 
(Herpotrichiellaceae) kot E. dermatitidis, iz gnezda mravelj smo jo osamili z metodo 
oljne flotacije. Izvorno je zrastla na gojišču, inkubiranem pri temperaturi 37 °C, pozitivna 
je bila tudi na rast v prisotnosti aromatskih in cikličnih ogljikovodikov ter obilno rastla 
na gojiščih z dodanimi nevrotransmiterji. Vsi ti pogoji nakazujejo na patogeni potencial 
glive za človeka in možnost okužbe, tudi centralnega živčnega sistema. Z mikroskopijo 
SEM smo pokazali, da bi P. americana, izolirana iz naravnega okolja, lahko bila 
potencialno nevrotropna, kar nakazuje na povezavo med glivami, ki poseljujejo mravlje 
in oportuno patogenimi glivami, ki povzročajo globoke mikoze pri ljudeh.  
V literaturi se podobni opisi in vizualni prikazi vpliva glive na humane nevroblaste ne 
pojavljajo. Znanih je več prenosov glive v možgane, njihovi mehanizmi pa so še vedno 
dokaj nepoznani. Primer prenosa glive v endotelne celice so pokazali Jong in sod. (2001), 
kjer so pokazali prenos glive Candida albicans na modelnem sistemu krvno-možganske 
bariere, celicah BMEC. Celice BMEC so humane možganske mikrovaskularne endotelne 
celice. Vezava glive na celice je odvisna od koncentracije inokuluma. Pokazali so, da se 
C. albicans najprej pritrdi na površino in transcelularno prehaja v vakuolo BMEC celice, 
kjer se podvojuje v obliki kvasnih celic in psevdohif. Celoten proces ne vpliva na 
integriteto celic BMEC (Jong in sod., 2001). V nasprotju s tem so v podobni raziskavi 
Zink in sod. (1996) pokazali vpliv C . albicans na integriteto pri govejih aortnih 
endotelnih celicah AEC. V patogenezo so lahko vključeni geni za preklop fenotipa, 
prehod med kvasno in filamentozno obliko, hidrolitični encimi, aspartil proteinaze in 
drugi dejavniki (Zink in sod., 1996; Jong in sod., 2001). V našem primeru je bil po 
interakciji z glivo E. dermatitidis oz. P. americana viden vpliv na integriteto 
nevroblastov, ki so postopoma propadali.  
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Vse pogostejše so okužbe možganov s črnimi kvasovkami, med katere spada tudi E. 
dermatitidis. Prenos v centralno živčevje lahko poteka preko paranazalnih sinusov 
(Walsh in sod., 2004). V primeru skorajšnje utopitve bi se glivi E. dermatitidis in 
Phialophora americana potencialno lahko razširili v možgane z vnosom (vdihavanjem) 
kontaminirane vode in povzročili možganske mikoze. Glede na testirano ekologijo teh 
dveh vrst, lahko prenos in okužbo predvidevamo predvsem pri nesrečah v onesnaženi 
vodi z visoko vsebnostjo ogljikovodikov, kot so na primer pristanišča, čistilne naprave in 
druge industrijske odplake.  
Z rezultati smo pokazali neposreden vpliv gliv E. dermatitidis in P. americana na celice 
SH-SY5Y in delno vstop oz. zajetje glive v/z celico nevroblasta. Dodatno bi rezultate 
lahko ovrednotili s primerjavo posnetkov s presevno elektronsko mikroskopijo (TEM), 
kjer bi iz posameznih rezin preparata lahko sklepali na popoln vstop glive v nevroblaste 
ter iz morfologije glive dobili podrobnejšo informacijo o načinu vstopa. Vpliv glive na 
nevroblaste bi lahko preverili tudi z drugimi tehnikami, vključno z oceno ravni reaktivnih 
kisikovih zvrsti (ROS) ter testiranjem disfunkcije mitohondrijev in apoptoze. V 
nadaljevanju bi se lahko omejili na vstop in kolonizacijo glive v celice SH-SY5Y ter 
primerjali vdor različnih sevov glive, mutiranih v genih, pomembnih pri patogenezi. 
Prenos po nevronih bi lahko tudi eksperimentalno prikazali s celičnim modelnim 
sistemom živčno-mišične povezave. Na ta način bi mikroskopsko in v kombinaciji z 
drugimi tehnikami dokazali nov možen prenos glive v možgane. 
5.3.2 Fluorescentna konfokalna mikroskopija 
S podobnim eksperimentom smo vizualno prikazali internalizacijo oz. vstop glive v celico 
SH-SY5Y s fluorescentno konfokalno mikroskopijo (Priloga E). Jedra in aktin v 
citoplazmi humanih nevroblastov smo fluorescenčno označili (z barvilom DAPI in 
protitelesi, označenimi z A-488 in A-647). Posneli smo več serij slik, kjer so prikazi 
različnih ravnin preparatov, s čimer bi lahko dokazali glivo znotraj celice SH-SY5Y. 
Glivne celice črnih kvasovk niso označene s fluorescenčnimi barvili in protitelesi, zato 
na slikah vidimo le črne obrise oblik kvasovk in hif. Gliva bi se v preparatu hipotetično 
lahko nahajala tudi nad ravnino nevroblastov, skozi katero ne bi presevala fluorescenca 
označenega aktina in jeder v njihovih celicah. 
Rast glive po vstopu v gostiteljske celice so v kokulturi s humanimi epitelnimi celicami 
prikazali Bertuzzi in sod. (2014), kjer so fluorescenčno označili Aspergillus fumigatus, 
enega najpogostejših povzročiteljev pljučnih okužb. S konfokalno mikroskopijo so 
pokazali razlike med sposobnostjo invazije več sevov in mutante A. fumigatus. V 
povezavi z invazijo glive v možgane, so Chao in sod. (2010) z in vivo infekcijo embrijev 
cebric s fluorescenčno označeno glivo Candida albicans, pokazali pojav virulentne oblike 
– hif znotraj embrija. Hkrati so s histološkimi analizami prikazali kolonizacijo in invazijo 
glive C. albicans v odraslo žival. Chen in sod. (2015) so predstavili drugo metodo, kjer 
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so inkubirali jajčeca cebric v kokulturi z glivo C. albicans. S konfokalno mikroskopijo so 
prikazali več zaporednih ravnin, kjer se znotraj embrija nahaja gliva (Chao in sod., 2010; 
Bertuzzi in sod., 2014; Chen in sod., 2015). 
V našem eksperimentu smo po pregledu različnih ravnin istega vzorca in skupine celic 
SH-SY5Y (Slike 36–39) opazili, da se gliva nahaja znotraj ali vsaj delno prehaja v celice. 
Serije posnetkov (Sliki 36 E, 39 I) prikazujejo celice kot celoto (obarvan aktin), v kateri 
se pri določenih ravninah preparata pojavijo hife (temno obarvani predeli znotraj celice). 
Prav tako kot na aktinskih predelih, se tudi na jedru pojavijo črne zaplate v obliki hif, kar 
bi lahko dokazovalo internalizacijo glive v celici (Slika 38). Kljub temu iz nekaterih slik 
ne moremo povsem jasno določiti vstop glive v eno celico oz. vrinjenje med dve celici 
nevroblastov (Slika 37). Tej težavi bi se izognili z vizualizacijo interakcije s fluorescentno 
označenimi tako sesalskimi, kot tudi glivnimi celicami, pri čemer se moramo zavedati, da 
črne kvasovke zaradi melanina predstavljajo svojevrsten izziv na področju metodologije. 
Glive bi lahko označili s fluorescentnimi barvili, ki obarvajo strukture, značilne le za 
glivne celice, kot je na primer hitin. Primerno barvilo za kvasne celice z veliko hitina je 
Calcofluor White (CWF), ki se veže na glukan in hitin v celični steni gliv, ne obarva pa 
sesalskih celic. Jong in sod. (2001) so barvilo CWF uporabili pri barvanju kvasnih celic 
C. albicans na membrani in v endotelnih celicah BMEC. V literaturi so znane študije, 
kjer so s CWF barvali glive rodu Aspergillus, ki se niso zelo uspešno obarvale. Barvilo 
se sicer uporablja pri histološki diagnozi glivnih okužb (Guarner in sod., 2011). Uporaba 
tega barvila pri črnih kvasovkah še ni bila opisana. 
Pri pregledu preparatov smo opazili tudi povečano tvorbo medceličnih povezav s 
filopodijem podobnimi izrastki, imenovanimi nanocevke (angl. Tunneling Nanotubes, 
TNT) (Slika 40). Ovite so v membrano pod katero se nahaja aktin, zato jih lahko zaznamo 
s fluorescenčno označenimi protitelesi za aktin. Nanocevke služijo komunikaciji med 
celicami, ki so situirane bližje ali dlje stran in posredujejo pri homeostazi celic. Po 
nanocevkah se med celicami prenašajo celični organeli (mitohondriji, lizosomi), proteini, 
prioni, virusi, miRNA in ioni. Prispevajo k spontanemu popravljanju tkiva, preko njih se 
lahko razširjajo patogene lastnosti in odpornost na zdravljenja. Za medcelično 
komunikacijo jih uporabljajo številne celice, vključno z različnimi vrstami epitelnih celic, 
endotelne, celice imunskega sistema in matične celice. Tvorba nanocevk je bila opisana 
tudi pri rakavih celicah, tako pri povezavi rakavih celic med seboj, kot tudi povezavi z 
zdravimi celicami strome (Vignais in sod., 2017). V primeru bolezenskih stanj se tvorijo 
povezave z mezenhimskimi matičnimi celicami, ki prenašajo mitohondrije (in mtDNA) 
do več različnih tipov celic vključno z epitelnimi, endotelnimi in srčno-mišičnimi 
celicami. Povezave imajo ugodne vplive pri vzdrževanju bioenergetike, povečanju 
preživetja celic in izboljšanju organske funkcije v primeru poškodbe mitohondrijev 
rezidenčnih celic zaradi oksidativnega stresa. Podobno sposobnost regeneracije imajo 
tudi zunajcelični vezikli (Nawaz in sod., 2017). Glede na to da celice na različne načine 
med seboj posredujejo signale in molekule v primeru okužbe in drugih obolenj, bi lahko 
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interakcija z glivo povečala tvorbo medceličnih povezav TNT. Potencialno bi to lahko 
predstavljal tudi enega izmed možnih prenosov glive med nevroni, kar predstavlja novo 
nišo za nadaljnje raziskave. 
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6 SKLEPI 
 
 Osamitev potencialno nevrotropnih črnih kvasovk je iz okoljskih vzorcev že bila 
najbolj uspešna z metodo oljne flotacije. Iz gnezda mravelj smo uspeli izolirati sedem 
sevov rodu Phialophora, ki je sorodna nevrotropni črni kvasovki E. dermatitidis iz 
družine Herpotrichiellaceae. Ostale osamljene glive so manj sorodne črnim 
kvasovkam. 
 Vsi sevi rodu Phialophora pripadajo isti vrsti P. americana. Identifikacijo smo izvedli 
na podlagi makro- in mikromorfoloških razlik ter primerjave ITS zaporedij z DNA v 
podatkovni bazi BLAST. 
 Vsi sevi P. americana, kot tudi tipski sev E. dermatitidis (EXF-10123), rastejo pri 37 
°C oz. telesni temperaturi človeka. Rast smo preverili pri temperaturi 37 °C, kar jih 
uvršča med oportuno patogene glive.  
 Vsi sevi P. americana in E. dermatitidis (EXF-10123) so bili sposobni presnove 
testiranih hlapnih cikličnih in necikličnih ogljikovodikov. Testirana ogljikovodika, 
mineralno olje in n-heksadekan, sta v tekočem gojišču predstavljala edini vir ogljika. 
Sevi so enako hitro rastli tudi v atmosferi toluena z ali brez dodanega vira ogljika.  
 Vsi sevi P. americana so rastli na kontrolnih gojiščih v zračni atmosferi brez 
dodanega vira ogljika, kar potrjuje njihov oligotrofizem. 
 Glivi P. americana (EXF-12206) in E. dermatitidis (EXF-10123) sta rastli v gojiščih 
z dodanimi nevrotransmiterji, nekoliko hitreje na acetilholinu in nekoliko počasneje 
na glicinu. Pri primerjavi kolonij na kontrolnih gojiščih s kolonijami na gojiščih z 
nevrotransmiterji so bile opazne morfološke razlike v barvi kolonije in pojavu 
dodatnih, zelo tankih hif na robu kolonij.  
 Ekstrakti metabolitiov glive E. dermatitidis so imeli v višjih koncentracijah 
citotoksični učinek na celice nevroblastov, ki se je kazal v zmanjšani viabilnosti celic 
SH-SY5Y. Vodni in etanolni ekstrakt sta imela pri enakih koncentracijah podoben 
učinek na viabilnost nevroblastov. Odrabljeno gojišče, v katerem sta bili gojeni glivi, 
in je vsebovalo iz glive izločene metabolite, je imelo na celice SH-SY5Y manjši vpliv. 
 Hlapni metaboliti, ki jih gliva E. dermatitidis potencialno izloča med rastjo, niso 
vplivali na viabilnost celic SH-SY5Y. 
 Zunajcelični vezikli (EV), tako intaktni kot tudi termično lizirani, izolirani iz glive E. 
dermatitidis, so vplivali na viabilnost celic SH-SY5Y. Pri ločenem testiranju peleta 
in supernatanta veziklov glive E. dermatitidis in S. cerevisiae, divji tip S288C (sev 
BY4741; MATa; his3Δ1; leu2Δ0; met15Δ0; ura3Δ0), je na viabilnost celične linije 
učinkoval le pelet glive E. dermatitidis, pelet veziklov glive S. cerevisiae pa je imel 
minimalen učinek. EV glive E. dermatitidis so bili zelo temno obarvani, pelet se je 
posedal, kar je najverjetneje posledica vsebnosti velikih količin melanina.  
 
 
 
 
Lavrin T. Vpliv izbranih potencialno nevrotropnih gliv na humane nevroblaste. 
 Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
117 
 
 Primerjava posameznih frakcij veziklov iz vzorca z ali brez dodanega inhibitorja 
sinteze melanina je pokazala večjo koncentracijo melanina in celokupnih proteinov v 
vzorcu brez inhibitorja. Koncentracije lahko nihajo tudi glede na optično gostoto 
kulture, iz katere smo vezikle izolirali.  
 Zunajcelični vezikli vzorca E. dermatitidis brez inhibitorja imajo učinek na viabilnost 
celične linije SH-SY5Y, medtem ko je učinek veziklov vzorca z inhibitorjem 
minimalen in nespremenljiv, podoben učinku veziklov glive S. cerevisiae. Glede na 
dane rezultate lahko sklepamo, da na viabilnost v večji meri vpliva melanin, kar ima 
velik potencial za nadaljnje raziskave. 
 Direktna interakcija glive E. dermatitidis oz. P. americana in celic SH-SY5Y je po 
24-urni inkubaciji pokazala obraščanje gliv s filopodiji nevroblastov. Po 48 urah je 
bilo vidno obdajanje in oblivanje s celicami, ki so po treh dneh inkubacije večinoma 
propadle. V končni fazi je sledila celična smrt z odlepljanjem ostankov celic iz 
površine. Pri kontroli celične linije brez interakcije z glivo so tudi po štirih dneh 
inkubacije celice pritrjene na stekelca, z intaktno površino in povezane med seboj. Na 
podlagi vizualizacije s SEM lahko sklepamo, da je interakcija prikaz možne 
povezave, vdora in širjenja glive z nevroblasti. 
 Vizualizacija interakcije glive E. dermatitidis in celic SH-SY5Y s fluorescenčno 
konfokalno mikroskopijo je pokazala (delno) internalizacijo glive znotraj celice in 
možen prehod v/skozi jedro. Rezultate bi bilo potrebno potrditi z označevanjem glive, 
npr. s fluorescenčnim barvilom za hitin. 
 Posnetki fluorescirajočega aktina v citoplazmi celic SH-SY5Y po interakciji z glivo 
so prikazali povečano število nanocevk, ki povezujejo celice. S tem se je odprlo novo 
vprašanje o možni povečani sintezi nanocevk med celicami, ki so v interakciji z glivo. 
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7 POVZETEK 
Večino vrst črnih kvasovk iz družine Herpotrichiellaceae uvrščamo med oportuno 
patogene glive z nevrotropnim značajem.  Raznoliko okolje, v katerem živijo, in 
ekstremne razmere, ki se jim prilagajajo, so v veliki meri vzrok za patogenezo s težjimi 
oblikami okužb. Prilagoditev na okolja, povezana s človekom, jim daje večji potencial za 
okužbe, katerih pomen se je na podlagi nedavnih raziskav močno povečal. Exophiala 
dermatitidis je pomemben oportunistični patogen za človeka, ki lahko povzroči okužbo v 
možganih. Lahko povzroča tudi kutane in subkutane okužbe, subkutano in cerebralno 
feohifomikozo, kromoblastomikozo, pljučne okužbe in okužbe obolelih za rakom. 
Poznamo nekaj načinov prenosa v telo: z vdihavanjem spor v pljuča, z zaužitjem preko 
gastrointestinalnega trakta ter neposredni vstop glive ob poškodbi ali kirurških posegih. 
Mehanizmi prenosov po telesu so še dokaj nepoznani. Sam vstop ponavadi poteka 
dvostopenjsko, z vezavo glive in vdorom v gostiteljsko celico.  
Gliva E. dermatitidis in njej sorodne črne kvasovke imajo določene virulenčne lastnosti. 
Med te lastnosti spadajo toleranca na ekstremno vroča, hladna, suha, slana, oligotrofna, 
okolja s spremenljivim pH, radiacijo in znižano vodno aktivnostjo. Pomemben virulentni 
dejavnik predstavlja tudi melanin, ki ga te glive kopičijo v celičnih stenah. Črne kvasovke 
so večinoma poli-ekstremotolerantne, zato v takih okoljih rastejo optimalno. Primarno 
naseljujejo urbana in notranja okolja človeka, kot so železniški tiri, z bencinom 
onesnažena območja, rafinerije, savne, javna kopališča ter domače kuhinje in kopalnice. 
Med pomembne lastnosti spada tudi sposobnost presnove hlapnih aromatskih 
ogljikovodikov kot edinega vira ogljika v okolju. Ogljikovodike v omenjenih okoljih 
najdemo na onesnaženih tleh, v gumijastem tesnilu pralnih/pomivalnih strojev in z milom 
onesnaženih stenah javnih kopališč. V naravi se med drugim nahajajo tudi na kutikulah 
mravelj in v njihovih gnezdih, kjer predstavljajo zaščito pred okoljskimi vplivi in tujim 
vdorom v gnezdo. Ogljikovodiki so skupaj z dušikovimi funkcionalnimi skupinami tudi 
pomemben sestavni del nevrotransmiterjev v možganih človeka. Ti posredujejo signale 
preko sinapse do tarčnih nevronov. Okvare v delovanju nevrotransmiterjev oz. 
zmanjšanje njihove koncentracije lahko vpliva na razvoj nevrodegenerativnih bolezni, na 
primer Alzheimerjeve bolezni. Slednjo so že povezovali z okužbami gliv v možganih, ki 
bi lahko bile vzrok za nastanek bolezni kot tudi posledica predhodno oslabljenega 
imunskega sistema. Po do zdaj znanih podatkih se glive lahko prenesejo v možgane preko 
krvnega obtoka iz pljuč, črevesja ali protetičnih srčnih zaklopk ter neposredno kot 
posledica travme glave preko orbit očesa, predela senčnice oz. vratnih vretenc ali nesreč 
s skorajšnjo utopitvijo preko paranazalnih sunusov. Glive, ki presnavljajo ogljikovodike, 
in obilneje rastejo v prisotnosti nevrotransmiterjev, pa bi se potencialno lahko v možgane 
prenesle tudi preko nevronov, prav tako pa bi izguba le-teh lahko vplivala na povečano 
stopnjo obolevnosti.  
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V nalogi smo preverili vpliv glivnih metabolitov E. dermatitidis in glive same na celično 
linijo humanih nevroblastov SH-SY5Y. Primerjati smo želeli patogeni potencial glive, ki 
jo najdemo v umetnem okolju (npr. pomivalni stroj), z glivo, osamljeno iz naravnega 
okolja (kutikule ali gnezda mravelj). Pri izbrani glivi Phialophora americana, izolirani iz 
gnezda mravelj, hkrati pa tudi pri E. dermatitidis, smo preverili najpomembnejše 
lastnosti, ki prispevajo k patogenosti, kot so rast pri temperaturi 37 °C, sposobnost 
presnove hlapnih aromatskih ogljikovodikov in rast ob dodatku nevrotransmiterjev. 
Glede na primerljive rezultate pri obeh vrstah smo pri glivi P. americana izvedli le zadnji 
eksperiment interakcije glive s celičnim modelom in ga s SEM vizualno ovrednotili. 
Glivni metaboliti, testirani v obliki vodnega in etanolnega ekstrakta, so pokazali 
zmanjšanje viabilnosti celične linije za 38 % pri vodnem in 44 % pri etanolnem ekstraktu, 
medtem ko je bil učinek odrabljenega gojišča manj pomemben. Hlapni metaboliti glive 
niso vplivali na spremembo viabilnosti. Na celičnem modelu smo preverili tudi vpliv 
glivnih zunajceličnih veziklov in odkrili pomembno povezavo med vezikli in melaninom. 
Ta v primerjavi z vezikli brez melanina, v večji meri vpliva na zmanjšanje viabilnosti 
celic. Prav tako smo določili koncentracijo melanina in celokupnih proteinov v 
posameznih frakcijah veziklov, ločenih glede na saharozni gradient. Interakcijo med glivo 
E. dermatitidis oz. P. americana in celicami SH-SY5Y smo prikazali še vizualno z 
mikroskopijo s SEM, pri E. dermatitidis pa tudi s fluorescenčno konfokalno 
mikroskopijo. V obeh primerih smo potrdili vsaj delni vstop glive v celico, kar posreduje 
celično smrt. Prikaz internalizacije glive bi lahko bil potencialni način širjenja okužbe 
nevrotropnih gliv preko nevronov in s tem povezane okužbe možganov. 
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